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 ام است:     آلام زمینی شان آرام بخشنمایم به آنان که مهر آسمانیاین پایان نامه را در کمال افتخار و امتنان تقدیم می

 گاهم، دستان پر مهر پدرمبه استوارترین تکیه

گاه زندگیم، چشمان سبز مادرم  به سبزترین ن

  باشد،مهربانیش سایه سار زندگیم می لطف الهی در زندگی من است و سایهبه زیباترین واژه زندگیم، همسر عزیزم حمیدرضا، که نشانه 

کلات را برایم تسهیل نمود. با همیاری و همدلی خود او که اسوه صبر و تحمل بوده و  مسیر مش
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 کنم، چرا که آغازش را نیز خود او رقم زده بود.پایانش را با نام او آغاز می

نشینی رهروان علم و دانش ام بخشید و به طریق علم و دانش رهنمونم ساخت و به همکران پروردگار یکتا را که هستیسپاس بی

 چینی از علم و معرفت چنان اساتید گرانقدری را روزیم ساخت.مفتخرم نمود و خوشه

گارش این پایانبر خود لازم می نامه مرا یاری رساندند، تشکر نمایم. سپاس وافر دانم از تمامی سرورانی که در مراحل پژوهش و ن

نظیر و نیز ابوالفضل سرپله که با تکیه بر درایت و دانایی علمی بیاز استادان راهنمای محترم جناب آقای دکتر ناصر فرخی و دکتر 

 شان بهرمند شوم.های ارزندهکرامات والای اخلاقی ایشان توانستم این مسیر را به مقصد برسانم و از راهنمایی

ام ل کارهای تحقیقاتیاز استادان مشاور ارجمندم، جناب آقای دکتر شاهرخ قرنجیک و دکتر مجتبی ممرآبادی که در تمام مراح 

 گزارم.نهایت سپاسمند شدم، بیهای مؤثر ایشان بهرههمواره از مشاوره

نامه، به پاس نقطه نظرات  از جناب آقای دکتر علی درخشان شادمهری و دکتر محمدرضا عامریان، استادان داور محترم این پایان

 گزارم.علمی ارزنده، صمیمانه سپاس

گاه صنعتی شاهرود به خاطر کمکا                     دریغشان قدردانی می کنم.های بیز اساتید و کارمندان محترم گروه زراعت دانش



 

 ه

 

از اساتید و کارمندان محترم مؤسسه گیاهپزشکی کشور بالأخص آقای مهندس قاسمی، خانم دکتر غائب زمهریر، و خانم مهندس 

 دریغشان صمیمانه سپاسگزارم.های بیچراغعلی به خاطر مشاوره های ارزنده و کمک

-آیم که لطفشان را همواره و بیها و ایثار پدر و مادر بزرگوار، همسر مهربانم و خواهر عزیزم برنمیتنها از عهده تشکر و جبران محبت

 داشت نثار من نمودند و با دلسوزی و محبت به من دلگرمی دادند.چشم

 سرشار از عشق و کوچه باغ دلهایتان جای پای بهار باد.لحظه هایتان همواره                       

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

 بهمن ماه یک هزار و سیصد و نود و دو -بهنوش حسینی
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 چکیده:

)با  Monosporascus cannonballusهای خربزه در این تحقیق، مواد مترشحه عامل پوسیدگی ریشه و زوال بوته

( با کشت قارچ روی محیط کشت مایع (HMWCs) کیلودالتون 01( و بالای LMWCsکیلودالتون ) 01وزن مولکولی زیر 

Czapeck’s ( استخراج گردیدند و به ترتیب با استفاده از الکتروفورز کاغذی با ولتاژ بالاHVPE و ) الکتروفورز ژل سدیم

پروتئینی کد  هایتوالی Mass spectrometryخالص سازی و با کمک ( SDS-PAGEآمید )آکریلپلی -سولفات دودسیل

، 92های مولکولی تقریبی کیلودالتون روی ژل تشکیل سه باند با وزن 01ی این مواد شناسایی گردید. مواد بالای کننده

کیلودالتونی به دلیل شباهت بسیار آنها از  92و  92دو باند  یابیکیلودالتون را دادند که بر طبق نتایج توالی 72و  92

مانوزیداز شناخته  -کیلودالتونی به عنوان آنزیم آلفا 72های آنزیم سرین پروتئاز و باند ای، ایزوزیمنظر توالی اسید آمینه

-چگونگی مکانیسم بیماریشود ولی تا کنون شدند. آنزیم سرین پروتئاز باعث تجزیه کوتیکول دیواره سلولی میزبان می

در یک نقطه واکنش مثبت با رنگ  HVPEکیلودالتون در  01مانوزیداز شناخته نشده است. مواد زیر  -زایی آنزیم آلفا

هیدرین نشان دادند و پس از خالص سازی ماده به دلیل کوچک بودن بیش از حد آن شناسایی صورت نگرفت اما ناین

های بیولوژیکی از قبیل (، فعالیتmR = 0هیدرین، میزان حرکت نسبی آن در کاغذ )به دلیل واکنش رنگی آن با ناین

باشد. همچنین با تزریق ها )گروهی از ترکیبات فیتوتوکسینی( رسد که این ماده از ماراسمینآب سوختگی به نظر می

های خربزه، خاصیت فیتوتوکسینی آنها به اثبات رسید و این اولین گزارش از وجود ها به برگها و متابولیتاین پروتئین

شوند. زایی روی گیاهان خربزه میاست که باعث بیماری M. cannonballusترکیبات فیتوتوکسینی جداسازی شده از 

 Murashingeای کشت ههای متحمل خربزه، کشت بافت گیاهان خربزه در محیطیابی به پایهبه منظور دستهمچنین 

and Skoog (MS) 2,4های های متفاوت هورمونهمراه با غلظت-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) و Benzyl 

aminopurine (BA) هفته مشخص شد که در محیط  2پس از حدود  وهای متفاوت سکروتوم قارچی انجام و غلظت

توان در این و می زایی بیشتر استدرصد مقدار کالوس 2/1قارچ و عصاره  BA (mg/l)0/1 ،2,4-D (mg/l )7کشت با 

  دست یافت. M. cannonballusنوع محیط کشت به گیاهان مقاوم به قارچ 

های قارچی، ، فیتوتوکسینMonosporascus cannonballusها، واژگان کلیدی: خربزه، پوسیدگی ریشه و زوال بوته

 کشت بافت خربزه
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عامل پوسیدگی ریشه و  Monosporascus cannonballusهای قارچ ی توکسیناستخراج و شناسای

مرکز  -در تهران 0320خرداد ماه  3تا  0زوال خربزه را در دوازدهمین کنگره ژنتیک ایران که از تاریخ 

 نمودم. ارائه المللی دانشگاه شهید بهشتی برگزار شد، به صورت پوسترهای بینهمایش
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 ... Monosporascus cannonballusهای قارچ استخراج و شناسایی توکسین
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 مقدمه 

. ناحیه اصلی و باشدکشورهای جهان می بیشتردر با ارزش  یو محصول 9از خانواده کدوییان 0خربزه

های کشورهای همسایه ایران است. گونه و رقممنبع اولیه خربزه به شکل کنونی کشور ایران، قفقاز و 

به وجود  Cucumis trigonusاهلی خربزه از رقمی وحشی که در ایران نیز موجود است موسوم به 

 (.0384آمارنامه کشاورزی، آمده است )

 9117از نظر وضعیت تولید در جهان طبق آمار فائو کل سطح زیر کشت این محصول در سال 

باشد تن می 98،390،072تن در هکتار و تولید  2/90هکتار، با عملکرد متوسط  0،318،108میلادی، 

تن در  0/92میلیون تن با متوسط عملکرد  070بالاترین تولید متعلق به کشور چین با بیش از ه ک

کنندگان عمده )دارای رتبه سوم جهانی( میلیون تن از تولید 9/0هکتار است و ایران با تولید بیش از 

. خربزه گیاهی حساس به (0384)آمارنامه کشاورزی،  باشداین خانواده و به ویژه خربزه می گیاهان

-های بسیار مهم این محصول، پوسیدگی ریشه و زوال بوتههای گوناگون است و یکی از بیماریبیماری

مانده به هفته  9تا  0باشد که معمولاً می Monosporascus cannonballus است که عامل آن قارچ ها

)توماس و  آورددرصد به وجود می 011برداشت محصول ظاهر شده و خسارت زیادی بعضاً تا 

 .(0222همکاران، 

جایی که کنترل شیمیایی در این بیماری رضایت بخش نبوده است و استفاده از طیف وسیعی از از آن

-زا میقاومت به عوامل بیماریها و مواد شیمیایی پایدار منجر به آلودگی آب، خاك و بروز مکشقارچ

ها به محصولات زراعی و سعی در کاهش میزان استفاده شود، و به لحاظ خسارت رو به افزایش بیماری

ترین اهداف اصلاح کنندگان گیاهان طی چندین های مقاوم از اصلیاز سموم شیمیایی، انتخاب ژنوتیپ

نباتات مولکولی به عنوان ابزاری برای اصلاح  های نوین اصلاحسال گذشته بوده است. استفاده از روش

سازد تا با استفاده از تنوع ژنتیکی ایجاد و انتخاب گیاهان مقاوم به بیماری فرصت مناسبی را فراهم می

                                                 
1 - Cucumis melo  
2 - Cucurbitaceae  
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ای بتوان گیری از مهندسی ژنتیک و گزینش درون شیشهشده در اثر تغییرات سوماکلونی و نیز بهره

 ها مقاوم باشند. ای از بیماریش و تولید نمود که در مقابل پارههای گیاهی را به سرعت گزینرقم

زایی هستند که با توجه به فعالیت بیولوژیکی ها گروهی از مواد مؤثر در فرآیند بیماریفیتوتوکسین

آنها و نقششان در توسعه بیماری، اخیراً از این مواد به عنوان کاوشگری مناسب برای تشخیص سریع 

های حاصل از تلاقی گیاهان مقاوم با سایر گیاهان استفاده شده م گیاهان و یا نسلهای مقاوکلون

 است.

دخیل در های های نهایی ژناستخراج و شناسایی برخی فرآوردهدر این بررسی، هدف اصلی تحقیق 

-باشد. با شناسایی ژنمی Monosporascus cannonballus قارچ هایفیتوتوکسین مانند ییزابیماری

توان خصوصیات آنها را مورد ارزیابی قرار داد و در ها و کلون کردن آنها میی کد کننده فیتوتوکسینها

هایی که تولید توکسین را کنترل استفاده کرد. در حقیقت اگر همان ژن یا ژن مطالعات مولکولی پایه

-توان نقش معنیمی ،دنباش مرتبطزایی بیمارگر و شدت علایم ایجاد شده در گیاه کنند، با بیماریمی

 حتمی دانست. زاییها را در بیماریدار فیتوتوکسین

 خربزه گیاه شناسیاکولوژی و مشخصات   -0-0

-میخربزه به لحاظ نیازهای دمایی و نوری بالا معمولاً در مناطق گرم و نیمه خشک ایران کشت     

(. 0371)پوستچی،  باشدهای گرم تابستان می( و عمده مراحل رشدی آن در ماه0-0)شکلشود 

هاست که طعم دهند و در این اقلیمبهترین نتیجه را در آب و هوای گرم و خشک میی خربزه و طالب

 آنها شیرین شده و محصول عطری دلپذیر خواهد یافت.

کند ولی میوه آن مرغوب و در شرایط آب و هوایی گرم و مرطوب گیاه رشد و نمو بهتری می

خربزه، گیاهی حساس به گیرد. یشتر مورد حمله امراض قارچی قرار میمطبوع نخواهد شد و گیاه ب

زای تواند از زمان کاشت تا برداشت مورد حمله عوامل بیماریکه میت های گوناگون اسبیماری

 یابد. ولی بهترین خاك شنی ها پرورش میاین گیاه بر روی تمام خاك .(0-0)جدول مختلف قرار گیرد



 ... Monosporascus cannonballusهای قارچ استخراج و شناسایی توکسین

  

4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (0388: سطح زیر کشت خربزه در ایران )آمارنامه سال 0-0شکل                      

 (0222های مهم خربزه )توماس و همکاران، : بیماری0-0جدول 

 میزان خسارت نام علمی بیمارگر                                                                                    بیماری          نوع بیمارگر

   قارچ

 بسیار بالا Pseudoperonospora cubensis                                                                 سفیدك کرکی 

  Sphaerotheca fuliginea                                                                     سفیدك سطحی 

   

 بسیار بالا

 بسیار بالا Monosporascus cannonballus                                           پوسیدگی ریشه و زوال بوته 

 متوسط Didymella bryoniae                                                                          سوختگی ساقه 

 متوسط Cladosporium cucumerinum                                                                       اسکب 

 متوسط Phytophthora drechsleri                                                          میری فایتوفتوراییبوته 

 متوسط Fusarium oxysporum f.sp. melonis                                             پژمردگی فوزاریومی 

   باکتری

 بالا Erwinia tracheiphila                                                                    پژمردگی باکتریایی 

 متوسط Pseudomonas syringae pv. lachrymans                                         ای برگلکه زاویه 

 متوسط Xanthomonas campestris pv. cucurbitae                                    لکه برگی باکتریایی 

   ویروس

 بالا Cucumber Mosaic Virus                                                       ویروس موزائیک کدوئیان 

 بالا Cucurbit Aphid-Borne Yellow Virus                                      ویروس زردی کدوئیان 
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یا لوم سیلتی است. هر چه مواد معدنی خاك مثل پتاسیم و فسفر بیشتر باشد، مزه طالبی و خربزه 

درجه سلسیوس شروع به جوانه زنی  07تا  09عموماً در درجه حرارت شود. بذر خربزه تر میشیرین

باشد و درجه سلسیوس می 97-37ترین درجه حرارت برای رشد رویشی خربزه کند و مناسبمی

ترین اسیدیته برای کاشت . مناسباستروز  81-001فاصله بین زمان کاشت و اولین برداشت حدود 

ها به رنگ زرد مایل به های اسیدی رشد آن کاهش یافته و برگخاكباشد. در می 2تا  2خربزه بین 

 (.0329 مبلی و پیراسته،آیند )سبز در می

 های خربزهبیماری پوسیدگی ریشه و زوال بوته  -0-9

متعلق باشد که می M. cannonballus قارچ ی خربزههاپوسیدگی ریشه و زوال بوتهعامل بیماری 

به طور معمول در شرایط گرم و خشک و به  (. این بیمارگر9-0شکلها است )به شاخه آسکومایست

هفته مانده به برداشت محصول  9-0گیر در مزرعه ظاهر و های کم آب به صورت همهویژه در سال

کوهن و همکاران،  ؛0228هولمز و استَنگلینی،  ؛0222شود )مارتین و میلر، ها میبوته مرگباعث 

اند است آلودگی وجود داشته باشد ولی تا زمانی که گیاهان بالغ نشده(. در گیاهان جوان ممکن 9111

در اثر ایجاد این بیماری درصد . شوندظاهر نمیمشخصه بیماری ها ایجاد نشده باشند علایم و میوه

شوند، چرا که اندازه آنها کوچک و شیرینی آنها کم و ها غیر قابل عرضه به بازار میزیادی از میوه

شوند و به تدریج به رنگ ها ظاهر می(. علایم نکروزه در ریشه0220شوند )مرتلِی، ه میآفتاب سوخت

ها نمایان های سیاه رنگ پریتسیوم بر روی ریشهآیند و در شرایط حاد دانهای مایل به قرمز در میقهوه

 (.0222شوند )مارتین و میلر، می

 تاریخچه و اهمیت بیماری  -0-3

برای نخستین بار از ایالت آریزونا توسط تروتمن و  های خربزهزوال بوتهدگی ریشه و بیماری پوسی

از آن زمان به بعد، این بیماری در نقاط مختلف جهان شناسایی شد و  .( گزارش شد0221ماتجکا )

(، پژمردگی 0224جیمنز و همکاران،  -و گارسیا 0283مرگ خربزه )رونی و همکاران،  عناوین تحت
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ادلستین و  و 0222؛ پیونیا و همکاران، 0222ن، ؛ کوهن و همکارا0282وهن، )ایال و ک  ناگهانی

(، 0222(، زوال بوته )بروتن و میلر، 0227(، پوسیدگی ریشه )کیم و همکاران، 0222همکاران، 

و ولف و میلر،  0224؛ مارتین و همکاران، 0220پوسیدگی ریشه و زوال بوته )مرِتلی و همکاران، 

ک جهان مانند در حال حاضر این بیماری از بسیاری از مناطق گرم و نیمه خش ( معرفی گردید.0228

غربی آمریکا )مرتلِی و همکاران، (، جنوب0287امُاتسو و همکاران، و  0222ژاپن )واتاناب و همکاران، 

(، تونس )مارتین و همکاران، 0224جیمنِز و همکاران، -(، جنوب اسپانیا )گارسیا0223و  0220

عربستان سعودی )کارلاتی  (،0222و میلر، (، هندوستان )مارتین0227(، تایوان )تسای و تانگ، 0224

( گزارش شده است. در ایران این بیماری 0222( و آمریکای مرکزی )بروتن و میلر، 0222و همکاران، 

 سرپله و سنبل کار،) های طالبی و خربزه از مناطق گرمسار و ایوانکی گزارش شداولین بار از روی بوته

درحال حاضر شواهدی دال  .باشندهندوانه می های این بیماری خربزه، طالبی، خیار و(. میزبان0380

های آخر فصل خربزه و طالبی در مناطق گرم و نیمه خشک میریگیری این عامل در بروز بوتهبر همه

کاران و در نتیجه هایی با مالچ پلاستیک وجود دارد که باعث خسارت زیاد به صیفیایران و یا زراعت

(. به 9118و  9109کشت این محصول شده است )سرپله، در بسیاری از نقاط، باعث کاهش شدید 

د بروز نباشکه از مناطق بومی کشت خربزه در ایران می و گرمسار عنوان مثال در منطقه ایوانکی

سطح زیر کشت شده شدید باعث کاهش  M. cannonballusبر اثر میری پایان فصل گسترده بوته

 است.

 M. cannonballusچرخه زندگی و اپیدمیولوژی   -0-4

آورده شده است. آسکوسپورها از پریتسیوم رها  3-0شکل  در M. cannonballsچرخه زندگی قارچ    

زنند و در لایه های خربزه جوانه میهای جوان بوتهشوند، پس از قرار گرفتن در مجاورت ریشهمی

های نکروز و لکه( و باعث بروز Aکنند )های اول و دوم اپیدرم ریشه نفوذ میو گاهی لایه 0بیرونی

 هایهای هوایی به صورت کلروز و نکروز برگ(. علایم بیماری در بخشBشود )ای روی ریشه میقهوه
                                                 

1 - cortex 
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 9تا  0 رود و گیاه را درستهای بالایی بوته پیش میگردد که به سمت برگبه طوقه ظاهر می نزدیک

ها روی ریشه مکن است پریتسیوم(. در این مرحله مCآورد )هفته قبل از برداشت محصول از پا در می

درجه  77(، آسکوسپورها مجدداً رها شده و در خاك تا دمای E( و پس از بلوغ آنها )Dتشکیل )

های بعدی بروز آلودگی در کشت احتمالاً در( که 9119( )مارتین، Fگراد زنده باقی بمانند )سانتی

 نقش دارند.

و یا در خاك، بدون وجود میزبان در حالت کمون تا  توانند در بقایای گیاهی آلودهآسکوسپورها می

مانند، مشخص ها در خاك باقی میکه تا چه مدت میسلیومفصل بعدی کشت باقی بمانند ولی این

هایی که بتوانند خاك یا بقایای گیاهان آلوده را به جای دیگر منتقل نیست. این بیماری توسط روش

فرسایش، کشت و...(. هیچ مدرکی در مورد انتقال این بیماری از کند )باد، سیل، کنند سرایت می

ها به طور کند و میوهها را آلوده میطریق بذر یا به طور سیستمیک وجود ندارد. این بیماری ریشه

زایی این قارچ بین (. دمای بهینه برای رشد و بیماری0222شوند )مارتین و میلر، مستقیم آلوده نمی

باشد )بروتنُ و همکاران، زنی آسکوسپورها مناسب میباشد که برای جوانهوس میدرجه سلسی 97–38

( مشاهده کردند که آسکوسپورها هم به صورت افقی و هم به 0222(. استَنگلینی و همکاران )9111

لوله تندش در  3یابند. هر آسکوسپور از طریق بیش از صورت عمودی در خاك مزارع آلوده انتشار می

شود. نتایج این تحقیقات نقش بان نفوذ و منجر به بروز حالت فرورفته روی ریشه میریشه میز

 آسکوسپورها را به عنوان اینوکولوم اولیه تأیید کرد.
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 (0224)پولاك و اکر،  Monosporascus cannonballus: جایگاه تاکسونومی قارچ 9-0شکل              

 

 

 

 

 

 

 

 

: آسکوسپورهای Bآسکوسپورهای بالغ در خاك.  Monosporascus cannonballs :A.قارچ  : چرخه زندگی3-0شکل

های روی ریشه: پریتسیومE: پژمردگی و زوال بوته. D: نواحی نکروزه شده در ریشه. C .ریشهجوانه زده و چسبیده به 

 .(9111ران، )کوهن و همکا های بالغ و آماده برای خارج شدن آسکوسپور: پریتسیومFهای آلوده. 

 

http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/fungi/ascomycetes/Article Images/Monosporascusdiscycle.jpg
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 .cannonballus Mبیولوژی قارچ   -0-7

کند. این آسکوسپورها خیلی این بیماری با ایجاد آسکوسپورها خود را در داخل خاك تثبیت می

باشند که به شدت در مقابل خشکی مقاوم قوی هستند و در حقیقت اسپورهایی با چند دیواره می

رشد درجه حرارت مناسب برای افتد. ندرت اتفاق میهستند. جوانه زدن آنها در داخل آزمایشگاه به 

 pH = 7-2باشد. میسلیوم قارچ در درجه سلسیوس می 97-37آزمایشگاه بین رویشی این قارچ در 

-است و شرایط اسیدیته چهار به پایین مانع رشد می pH = 2-2کند ولی شرایط بهینه بین رشد می

کشت مناسب  هایطملایم سازگاری بهتری دارد. محیهای قلیایی و نمکی شود. این قارچ در خاك

باشند. پریتسیوم این قارچ ( میb ،4-0)شکل  CMA9و ( a ،4-0)شکل  PDA0برای رشد این قارچ 

شوند. در رنگ روی آنها ظاهر می های سیاهها به صورت دانهشود. پریتسیومهفته ظاهر می 3 -9بین 

شوند )کوهن ای تیره دیده میهائی به رنگ زرد تا نارنجی یا قهوهها با ایجاد رنگدانهبعضی شرایط کلنی

 (.9111و همکاران، 

 

 

 

 

بعد از   PDAمحیط کشت  و (a)ها حاوی پریتسیوم CMAدر محیط کشت  M. cannonballusقارچ  پرگنه: 4-0شکل

 .(0321)حسینی،  (b)گراد درجه سانتی 94 - 38در دمای روز  04گذشت 

 

                                                 

1 - potato dextrose agar  

2 -  corn meal agar 
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 قارچ عامل بیماریمورفولوژی   -0-2

کند درجه سلسیوس در محیط کشت رشد می 97 - 38در شرایط آزمایشگاهی این قارچ در دمای 

با دیواره  ها تقریباً کرویشوند. پریتسیومها ظاهر میپریتسیوم CMAروز روی محیط  31و بعد از 

و به رنگ کرم تا  باشندمیکرومتر می 711 × 791تا  341 × 371صاف و بدون زائده و به ابعاد از 

ها چماقی )گرزی( (. آسک0224پولاك و اکُِر، اند )ای تیره پوشانده شدهبا دیواره کهای روشن قهوه

یک آسکوسپور و به ندرت  و باشندمیکرومتر می 42 × 23ی ضخیم و به ابعاد دارای پایه کوتاه، جداره

ها از ساعت بعد از آزاد شدن آسک 2باشد. آسکوسپورها تقریباً دو آسکوسپور داخل آسک می

باشند. اگر ای می(. آسکوسپورها تک سلولی و چند هسته0224شوند )پولاك و اُکِر، پریتسیوم آزاد می

و رنگ ( 9119هسته دارند )مارتین،  8هسته هم ممکن است داشته باشند ولی عموماً  02چه تا 

 (. 0380، کارو سنبل کند )سرپلهتیره تغییر میای رنگ تا قهوهآسکوسپورها طی مراحل بلوغ از بی

در مورد این قارچ، تاکنون هیچ اسپور غیرجنسی  (.D، 7-0آسکوسپورها دو دیواره دارند )شکل 

 eutypoides و .cannonballus Mموسوم به  Monosporascusدو گونه از جنس  .شناخته نشده است

M. اساس تعداد آسکوسپورها در هر آسک و به  که برشوند باعث بیماری در خانواده کدوئیان می

های مولکولی شوند. مطالعات بر اساس بررسیسهولت جوانه زدن و یا جوانه نزدن آن متمایز می

اند که این دو گونه تفاوتی زایی آنها نشان داده(، خصوصیات فنوتیپی و بیماریDNAهای اجزای )توالی

ند )مارتین و میلر، اهشناخته شد .cannonballus M به عنوان بندی هر دوندارند و طبق آخرین رده

0222.) 

 علایم بیماری در خربزه  -0-2

-های نزدیک به طوقه ظاهر که این زردی به سمت نوك بوته پیشرفت میعلایم به صورت زردی برگ

ها سپس نکروزه و در صورت بالا بودن دما و استرس خشکی، تمام تاج گیاه ظرف مدت کند. برگ

شود و رود. مرگ گیاه، آن هم درست قبل از برداشت سبب نرسیدن کامل میوه میکوتاهی از بین می
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سوخته و  ها به دلیل قرار گرفتن در معرض آفتاب،میوهبالایی ها پایین و سطح میزان قند این میوه

ی اقتصادی بوده (. چنین مزارعی معمولاً فاقد سودآور0222د )مارتین و میلر، باشفاقد کیفیت لازم می

ای رنگ های قهوههای نکروزه یا زخمهای آلوده دارای علایم پوسیدگی و لکهگردند. ریشهو رها می

(. علایم این 2-0های سالم از انشعابات و رشد کمتری برخوردار هستند )شکلبوده و در قیاس با بوته

شریف و ماری فیزیولوژیک( )بیماری تشابه زیادی به علایم توصیف شده در عارضه عقب سفید )بی

ها قبل نیز در رسد این قارچ از مدت( دارد. هر چند به نظر می0371و پوستچی،  0342همکاران، 

 .Mای از فاکتورها نظیر تشابه علایم ناشی از های ایران وجود داشته است ولی به لحاظ مجموعهخاك

cannonballus یتیوم و های پمیری نظیر گونهبا عوامل معمول بوتهFusarium solani گارسیا(- 

تر و همکاران، رو آگ 0222؛ آلفارو و همکاران، 0227؛ بروتن و همکاران، 0224جیمنز و همکاران، 

ط خاص، مانع از شناسایی این های باردهی این قارچ تحت شرای، و از طرف دیگر تولید اندام(9111

طالبی گردید. قارچ مذکور در مرحله رویشی صرفاً قارچ به عنوان عامل بوته میری پایان فصل خربزه و 

های باردهی غیرجنسی ندارد و بنابراین در این مرحله از رشد کند و اندامهای قارچی میتولید هیف

که تنها راه  M. cannonballusتولید مثل جنسی )آسکوسپورها(  همچنینقابل تشخیص نیست. 

گراد و سانتی درجه 32خاص مانند دماهای بالاتر از باشد، تحت شرایط محیطی تشخیص این قارچ می

زایی ها، شرایط خاص اثبات بیماریشود. علاوه بر اینتشکیل می CMAها مانند بعضی از محیط کشت

M. cannonballus  ،زایی آن در شرایط آزمایشگاه ( احتمالاً مانع تحقق بیماری0222)مارتین و میلر

به عنوان  M. cannonballusوعه این علل در عدم معرفی گونه رسد که مجمشده است. به نظر می

 اند.های پایان فصل طالبی و خربزه در ایران مؤثر بودهعامل بوته میری

باشد استفاده از ارقام مقاوم در کنترل و کاهش خسارت بسیاری از بیمارگرهای گیاهی یک اصل می

 M. cannonballusلی برای کاهش خسارت که تاکنون هیچ رقم مقاوم با کیفیت زراعی قابل قبو

 M. cannonballus(. تحقیق حاضر در نظر دارد عاملیت 0222گزارش نشده است )کوهن و همکاران، 
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پریتسیوم، که بعد از  (B میسیلیوم (Monosporascus cannonballus A: تصاویر میکروسکوپی از قارچ 7-0شکل

مارتین، ( آسکوسپور با دیواره چند لایه )D حاوی یک آسکوسپور آسک( Cشود میظاهر  CMAروز روی محیط  31

9119.) 

 

 

 

 

 

 

( aشامل  Monosporascus cannonballusهای خربزه با عامل : علایم بیماری پوسیدگی ریشه و زوال بوته2-0شکل

های نکروز روی ریشه و کاهش ها و لکه( زخمdو  c( نکروز کامل بوته و رها شدن مزرعه bها زردی عمومی در برگ

 (.0382آن )چراغعلی،  انشعابات
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در بروز عارضه پوسیدگی ریشه و زوال بوته خربزه و طالبی را با استفاده از جداسازی، تخلیص و 

ها( مورد آزمایش قرار دهد تا بتوان در آینده با استفاده از مهندسی ها )فیتوتوکسینشناسایی متابولیت

 کرد و رقم مقاوم را به دست آورد.وارد گیاه  بهرا  زاییبیماریهای ژنتیک ژن

 های مدیریت بیماریروش  -0-8

که تاکنون هیچ روش مؤثر طولانی مدت و باشد به طوریکنترل این بیماری خیلی مشکل می

کارآمد برای آن پیشنهاد نشده است. بررسی این بیماری در مزرعه مونوسیکل بودن این بیماری را 

های مختلفی به کار (. برای بیمارگرهای مونوسیکل اغلب روش9113وق و همکاران، اکند )وتأیید می

منابع خاك از تکثیر ردن توان با ضد عفونی کشود که جمعیت بیمارگر را کاهش دهد. میگرفته می

به طور کلی ضدعفونی در مزرعه بعد از برداشت محصول جلوگیری کرد.  (های آلودهریشهآلودگی )

 برای به حداقلبه کار رفته های روشها از ها و استفاده از آنتاگونیستکش، استفاده از قارچخاك

در ادامه به شرح  (.9-0جدول) باشندمی M. cannonballusناشی از رساندن گسترش و شیوع بیماری 

 پردازیم.های دخیل در تعامل بین بیمارگر و میزبان و شناسایی آنها میمولکول

 دخیل در تعامل بین بیمارگر و میزبان عوامل  -0-2

از دیواره  های گیاهها هستند و این سلولولگیاهان سالم و آسیب ندیده، اجتماع عظیمی از سل

اند. بیمارگرها به های مختلف تشکیل شدهسلولی، غشاهای سلولی، سیتوپلاسم حاوی هسته و اندامک

اند که از مواد ساخته شده به ی را به دست آوردهاین دلیل که در طول دوران تکامل خود، این توانای

شوند. بسیاری از این مواد در داخل ور میوسیله گیاه میزبان استفاده کنند، به گیاهان حمله

گیرند که های گیاهی قرار دارند و تنها در صورتی این مواد مورد استفاده قرار میپروتوپلاسم سلول

بر سطح گیاهان مانند کوتیکول و دیواره سلولی عبور کرده و به  بیمارگرها بتوانند از سدهای موجود

پیشروی بیمارگر، باز مستلزم خارجی، های پروتوپلاسم برسند. حتی پس از گذشتن از دیواره سلول

 های دیگر است. به علاوه، گیاه نیز در برابر بیمارگر و فعالیت آن واکنش نشان رخنه به دیواره سلول
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 M. cannonballusهای مدیریت قارچ : روش9-0جدول

 مرجع توضیحات میزان مقاومت روش کنترل

    کشنده زیستی

و کلین، 0229یوکو و همکاران،  ضدعفونی خاك با متیل بروماید قبل از کشت بالا متیل بروماید -

0222 

    قارچ کش

 0222همکاران، کوهن و  شود.مانع رشد رویشی قارچ می بسیار بالا کرسوکسیم متیل -

 9101پیونیا و همکاران،  ها بالاست.مانده سموم در میوهباقی بسیار بالا فلوآزینام -

    

نیاز به مبارزه تلفیقی با متیل بروماید، متام  غیر مؤثر آفتاب دهی خاك

 سدیم و دازومت دارد.

 9111کوهن، 

    

    کنترل بیولوژیک

های تجزیه ترشح آنزیم متصل شدن به قارچ و بالا تریکودرما -

 کننده دیواره سلولی و متلاشی کردن قارچ

  -9110کوپک و همکاران، 

و وو و همکاران، 9113هاول، 

9112 

    

 9111کوهن و همکاران،  های اصلاحیهدف برنامه  ارقام مقاوم ژنتیکی
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ادامه حیات بیمارگر  کند که مزاحم پیشروی و حتیداده تولید مواد شیمیایی و موانع ساختمانی می

تواند از مواد سلول استفاده کند و به حیات خود ادامه دهد که گردد. لذا بیمارگر تنها در صورتی میمی

که بتواند در گیاه تولید آلودگی بتواند همه این موانع را از میان بردارد. بنابراین یک بیمارگر برای این

های دفاعی گیاه ضمن تأمین مواد غذایی مورد نیاز خود واکنشکند باید بتواند به درون گیاه راه یابد و 

را نیز خنثی کند. بیمارگرها این عملیات را عمدتاً با ترشح مواد شیمیایی اثر گذار بر بعضی از اجزای 

 (.9117گریوس، آرسانند )ساختمانی و متابولیسم میزبان به انجام می

 های گیاهیتفشارهای مکانیکی و شیمیایی بیمارگرها بر باف  -0-2-0

بیمارگرهای گیاهی عموماً موجودات بسیار ریزی هستند که قادر به ایجاد نیروی کافی برای نفوذ بر 

 توانند با ایجاد فشارای از نماتدها میها، گیاهان عالی انگل و پارهسطح گیاه نیستند. تنها برخی از قارچ

 ه میزان نرم شدن قبلی سطح گیاه بر اثربر سطح گیاه به آن رخنه کنند. این فشار متفاوت بوده و ب

 ها و گیاهان عالی انگل برای ورود به گیاه نخست بایستیهای آنزیمی بیمارگر بستگی دارد. قارچتراوش

( وجود دارد Fungal adhesivesبچسبند. اگرچه در اطراف ریسه قارچ مقداری مواد چسبناك )به آن 

ساکاریدها هستند، اما چنین در آب همراه با لیپیدها و پلی های غیرقابل حلکه معمولاً گلیکوپروتئین

ها به گیاه بیشتر مربوط به نیروهای بین مولکولی است که بین رسد که چسبندگی اینبه نظر می

شود. در بعضی موارد هنگام تماس هاگ با یک سطح گیاه و بیمارگر به سبب تماس نزدیک حاصل می

ی کوتیناز و سلولاز از سطح هاطح هاگ تولید و ترشح آنزیمسطح مرطوب یک لایه چسبناك بر س

ها در قسمت نوك حاوی مواد کند. هاگ بعضی قارچبه چسبیدن آن به سطح گیاه کمک میهاگ، 

شوند. پس از ای هستند که به علت جذب آب باعث چسبیدن اسپور به سطوح مختلف میچسبنده

یابد و اندام مسطح و حباب مانندی تماس افزایش می تماس بیمارگر با گیاه قطر ریسه قارچ در محل

آید. این عضو باعث وسعت سطح تماس بین دو موجود گشته شود به وجود مینامیده می 0که چنگگ

                                                 

1 - appressorium 
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نامیده  0چسباند. از وسط چنگگ اندام ظریف و باریکی که میخ رخنهو بیمارگر را محکم به میزبان می

کند و در داخل و دیواره سلولی را سوراخ و از آن عبور می شود شروع به رشد کرده و کوتیکولمی

کند که بتواند مواد غذایی را جذب کند و از طرف می 9های اپیدرمی رشد و تولید هوستوریومسلول

های گیاهی ترشح زایی قارچ هستند را به داخل سلولدیگر بعضی مواد خاص را که مربوط به بیماری

، Alternaria ،Cochilobolus ،Colletotrichum ،Magnaportheانند: ها مکند. در برخی از قارچ

Verticillium  وGaeumannomycesپذیرد ، رخنه قارچ به درون سلول گیاه تنها در صورتی انجام می

رسد که ملانین با ایجاد یک که ماده رنگین ملانین در دیواره سلولی چنگگ انباشته شود. به نظر می

سخت و حبس مواد در چنگگ، سبب جذب آب شده و فشار تورژسانس درون چنگگ لایه ساختمانی 

(. 0224کند )یودر و تورگون، شود که به رخنه فیزیکی میخ رخنه به درون گیاه کمک میزیاد می

ها و عبور از موانع مختلف تقریباً در تمام موارد با کمک مواد آنزیمی تراوش شده قارچی در رخنه قارچ

گردد. پس از ورود به سلول، قارچ مقدار در نتیجه نرم شدن سطح گیاه تسهیل می محل رخنه و

کند که احتمالاٌ دیواره سلولی مقابل را نرم یا حل کرده و پیشروی را بیشتری مواد آنزیمی ترشح می

 سازد.آسان می

 مکانیسم ایجاد بیماری  -0-2-9

های گیاهی استفاده درون بافتگرچه برخی بیمارگرها ممکن است از نیروی فشار برای رخنه به 

کنند ولی فعالیت آنها در گیاه بیشتر جنبه شیمیایی دارد. لذا اثراتی که بیمارگرها بر و درون گیاه به 

های بیوشیمیایی است که بین مواد موجود یا آورند، تقریباً همگی نتیجه کنش و واکنشوجود می

 .(9117گریوس، آ) گیردتولید شده در گیاه صورت می

ها، مواد تنظیم کننده های گیاهی، فیتوتوکسینهای تخریب کننده دیواره و مواد داخل سلولآنزیم

های اصلی مواد شیمیایی مترشحه بیمارگرها ساکاریدها )مواد مسدود کننده آوندها( ازگروهرشد، پلی

                                                 

1 - penetration peg 

2 - haustorium 
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ن مواد از نظر دخالت دارند. ایدر ایجاد و گسترش بیماری هستند که به طور مستقیم یا غیرمستقیم 

زایی دارند با هم تفاوت داشته و اهمیت نسبی آنها ممکن است از یک بیماری تا اهمیتی که در بیماری

ها به مراتب های پوسیدگی نرم، آنزیمبیماری دیگر یکسان نباشد. به طور مثال در بعضی از بیماری

مواد کنترل کننده رشد ظاهراً  هایی مانند گال طوقه،که در بیماریاهمیت بیشتری دارند در حالی

( و در بیماری بلایت ناشی از 9111 زو و همکاران،مهمترین مواد دخیل در بیماری هستند )

Bipolaris کند است که بیمارگر ترشح می ییهادر یولاف رقم ویکتوریا بیماری نتیجه فیتوتوکسین

کنترل کننده رشد به ترتیب ذکر شده  ها و موادها، فیتوتوکسین(. آنزیم0287 سوگاوارا و همکاران،)

ها و تر هستند. بیمارگرها این آنزیمزایی داشته و مرسومساکاریدها در بیماریاهمیتی بیشتر از پلی

کنند یا ضمن رشد بر روی بستره مشخصی )از خود تولید می 0های نهادیمواد را یا در ضمن فعالیت

های بیمارگرهای شوند. به طور کلی، آنزیمنامیده می 9قبیل گیاه میزبان( که در آن صورت القایی

ها را کنند، مواد غذایی درون سلولهای میزبان خود را متلاشی میگیاهی اجزای ساختمانی سلول

لکرد آنها تجزیه و یا مستقیماً بر روی پروتوپلاست و اجزای غشاهای درون سلول اثر گذاشته و در عم

ها به طور مستقیم بر روی پروتوپلاست و اجزای غشاهای درون سینفیتوتوککنند. ایجاد اختلال می

کنند. مواد کنترل کننده رشد بر سلول اثر گذاشته و در نفوذپذیری و عمل غشاها ایجاد اختلال می

-ها اثر هورمونی داشته و باعث افزایش یا کاهش قدرت تکثیر سلول یا بزرگ شدن آن میروی سلول

های آوندی نقش داشته و به طور غیرمستقیم در انتقال ظاهر فقط در بیماری ساکاریدها بهشوند. پلی

 کنند.آب در گیاه اختلال ایجاد می

 های گیاهیها در بیماریآنزیم  -0-2-9-0

های وابسته به های پروتئینی بزرگی هستند که به شکل کاتالیزور در تمام واکنشمولکولها آنزیم

دهد، توسط وع واکنش شیمیایی که در هر سلول رخ میهم داخل یک سلول زنده نقش دارند. هر ن

                                                 

1 - constitutively 

2 - inducible 
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های شیمیایی که در درون شود. بنابراین به تعداد واکنشیک آنزیم خاص تسهیل و یا کاتالیز می

ها در تجزیه مواد دیواره سلولی (. این آنزیم0287کولاتوکودی، افتد آنزیم وجود دارد )سلول اتفاق می

دارند. اولین تماس بیمارگرها با میزبانشان معمولاً در سطح گیاه رخ  مواد درون سلول نقش همچنینو 

که سطح های هوایی گیاه عمدتاً از کوتیکول و یا سلولز تشکیل شده در حالیدهد. سطح قسمتمی

-ن تشکیل شده، اغلب با لایهیتیدهد. کوتیکول که از کها را تنها سلولز تشکیل میدیواره سلولی ریشه

های پکتینی و سلولزی آمیخته شده ن با تیغهیتیز پوشانده شده است. بخش زیرین کای از موم نی

ای عمدتاً متشکل از مواد پکتینی است و در زیر آن یک لایه سلولز قرار دارد تر لایهاست. باز هم پایین

ها که قارچ هایی مانند کوتیناز، پکتیناز و سلولازها برای تجزیه آنها وجود دارند. آن دسته ازو آنزیم

تین اثر یکنند که بر روی ککوتیناز ترشح میکنند همیشه مقداری تیکول رخنه میمستقیماً به کو

زنی تولید شده و ظاهراً با سایر (. پکتینازها توسط اسپورهای در حال جوانه0227گذارد )کین، می

-به داخل میزبان همکاری میهای بیمارگر )مثل کوتینازها و سلولازها( در امر نفوذ و رخنه متابولیت

در داخل گیاه تسهیل و با تجزیه و در هم ریختگی را کنند. سلولازها رخنه و پیشروی بیمارگر 

 کنند.ساختمان سلولی به ایجاد بیماری کمک می

بیشتر انواع بیمارگرها تمام یا بخشی از دوره زندگی خود را در داخل یا در ارتباط با پروتوپلاست 

گیرند. بیمارگرهای دیگر تردید مواد غذایی را از پروتوپلاست میند. این بیمارگرها بیگذارزنده می

آورند. بعضی از ها مواد غذایی را از پروتوپلاست مرده به دست میها و باکترییعنی قسمت اعظم قارچ

رگرها مواد غذایی مانند قندها و اسیدهای آمینه به قدر کافی کوچک هستند که مستقیماً جذب بیما

ها فقط هنگامی ها، نشاسته و چربیاز قبیل پروتئین ی دیگر از مواد تشکیل دهنده سلولاشوند. پاره

های مترشحه پروتئینازها، آمیلازها و لیپازها تجزیه توانند مورد استفاده واقع شوند که توسط آنزیممی

 شده باشند.
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 های گیاهیهای میکروبی در بیماریفیتوتوکسین  -0-2-9-9

شمار بیوشیمیایی وابسته های بیای هستند که واکنشهای پیچیدهزنده گیاهی سامانه هایسلول

دهد. اختلال در هر یک از این به یکدیگر به طور همزمان یا به ترتیب معین شده از قبل در آنها رخ می

گردد. ها باعث مختل شدن و یا انحراف متابولیسم عادی گیاه شده و به تولید بیماری منجر میواکنش

توانند چنین اختلالاتی تولید کنند مواد سمی مترشحه به وسیله بیمارگرها که از میان عواملی که می

های ثانویه تولید شده توسط ها متابولیتتوان نام برد. فیتوتوکسینشوند را میتوکسین خوانده می

گیاهی دارند و ماهیت های بیمارگر گیاهی هستند که نقش مهمی در توسعه بیماری میکروارگانیسم

ها، ها از ترکیبات با وزن مولکولی پایین که شامل محصولات طبیعی مانند ترپنشیمیایی این متابولیت

ها، ماکرولیدها، ترکیبات حلقوی و آمینواسیدها تا ترکیبات با وزن ها، بوتنولیدها، پیرونکرومانون

 ها. فیتوتوکسین(0284تورنر، ساکاریدها هستند )لیها و پها، گلیکوپروتئینمولکولی بالا مانند پروتئین

ها و در نتیجه اختلال در فعل و انفعالات با اثر بر روی نفوذپذیری غشاء سلول یا با خنثی کردن آنزیم

ها مانند سموم عمومی رسانند. برخی از فیتوتوکسینها به گیاه آسیب میآنزیمی مربوط به سلول

(. بعضی 0222والتون، گذارند )های مختلف اثر میوی گیاهان از تیرهپروتوپلاسم عمل کرده و بر ر

زیان هستند ها و ارقام به خصوصی سمی بوده و برای سایر گیاهان کاملاً بیدیگر فقط بر روی گونه

 (. 9110اوسبورن، )

 های گیاهیهای رشد در بیماریتنظیم کننده  -0-2-9-3

دهند به ها را انجام میی که عمل هورمونرشد گیاهان به وسیله تعداد معدودی از مواد طبیع

ها مواد تنظیم ها و سیتوکینینها، جیبرلینشود. اکسینعنوان مواد تنظیم کننده رشد، تنظیم می

کننده رشد مهمی هستند اما مواد دیگری همچون اتیلن و مواد ممانعت کننده رشد مانند سالسیلیک 

رسد در مواردی مواد ی گیاهان دارند. به نظر میاسید و جاسمونیک اسید نیز نقش مهمی در زندگ

شوند ای میهای ویژهو تولید آنزیم mRNAهای کنترل کننده رشد باعث افزایش ساخته شدن مولکول

ای است که پیوسته در کنند. اکسین مادهکه به نوبه خود فیزیولوژی و بیوشیمی گیاه را تنظیم می
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های مسن در حرکت است. اما شود و به سرعت به طرف بافتیهای جوان و در حال رشد تولید مبافت

شود و به همین همواره توسط یک آنزیم اکسید کننده به نام ایندول استیک اسید اکسیداز خنثی می

دلیل غلظت آن بسیار پایین است. اثرات این هورمون در گیاه بسیار متنوع است. این هورمون برای 

ها ضروری است، جذب آن به وسیله غشاء سلولی باعث تغییر در ولطویل شدن و تبدیل و تمایز سل

و  mRNAهای گیاه شده و سنتز شود، سبب افزایش عمومی سرعت تنفس بافتنفوذپذیری غشاء می

کند. در بعضی های ساختمانی را تسریع میها و پروتئینها اعم از آنزیمدر نتیجه تولید پروتئین

بر اثر متوقف ساختن  IAAمربوط به کاهش انهدام  IAAافزایش غلظت  ها تمام یا قسمتی ازبیماری

های سیاهک ذرت و زنگ ساقه گندم به اثبات رسیده اکسیداز است که در مورد بیماری -IAAآنزیم 

 (.0223یامادا، است )

ترشح ها هم آنها را ها جزو مواد طبیعی موجود در گیاهان سبز بوده و برخی از میکروارگانیسمجیبرلین

های پاکوتاه را به توانند ارتفاع رقمها اثرات بارزی بر افزایش رشد دارند و میکنند. این هورمونمی

های عادی برسانند و گلدهی، بلند شدن ساقه و ریشه و رشد میوه را نیز سرعت بخشند. اندازه رقم

آورند به طور مثال در در میهایی را که قبلاً خاموش شده باشند به حالت فعال ها ژنظاهراً جیبرلین

به سرعت رشد کرده  Gibberella fujikuroiهای آلوده به قارچ ، گیاهچه0بیماری گیاهچه گنایی برنج

شوند و این افزایش رشد ظاهراً تا حد زیادی به ترشح جیبرلین های سالم میو بسیار بلندتر از گیاهچه

 شود.  توسط قارچ مربوط می

ها و روند و برای رشد و تمایز سلولمواد کنترل کننده رشد بسیار قوی به شمار میها از سیتوکینین

ها و نوکلئیک اسیدها جلوگیری کرده و ها ضروری هستند. علاوه بر این از تجزیه پروتئینتشکیل بافت

-های فعال جلوگیری میاز خاموش شدن ژن همچنینکنند. در نتیجه از پیر شدن گیاه ممانعت می

های ریشه ها در گالشوند. فعالیت سیتوکینینهای خاموش شده میو باعث فعال شدن ژن کنند

                                                 

1 - rice foollish seedling  
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-یابد و تصور بر این است که سیتوکینینها افزایش میهای زنگ و سیاهکهای طوقه، گالگرزی، گال

شوند ( تولید می0هاهایی به نام جاروك که به وسیله موجودات شبه باکتریایی )مولیکوتها در بیماری

 (.0222اروپزا و همکاران، نیز نقش دارند )

دهی هایی از مسیرهای علامتشده گیاهان در برابر بیمارگرها، معمولاً توسط شبکه ءمقاومت القا

های علامت دهنده گیاهی اسید گیرد که در آنها اجزای اولیه را مولکولصورت میهم مرتبط با 

(. در 9117دهند )اگریوس، لاً اکسید نیتریک تشکیل میسالسیلیک، اسید جاسمونیک، اتیلن و احتما

بیمارگر، گیاهان با تشدید تولید این مواد در برابر حمله بیمارگر پاسخ  -های میزبانبسیاری از واکنش

(، 0229دویت، ) 9های مرتبط با دفاع وابسته به پدیده ژن در برابر ژنزمان یک دسته از ژنداده و هم

د. اسید سالسیلیک با چند پروتئین گیاهی از ند تا آلودگی را متوقف سازنکنمی فعال گردیده و تلاش

دهد جمله دو آنزیم اصلی از بین برنده آب اکسیژنه یعنی کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز واکنش می

رسد اجزای اصلی چرخه وابسته به اسید سالسیلیک ایجاد کننده (. به نظر می0227)دورنر و کلسیگ، 

-زایی )پروتئینهای مرتبط با بیماریهای نهادی )همیشه بیان شونده( پروتئینمت به بیماری، ژنمقاو

ها موجب فعال سازی مسیرهای وابسته به جاسمونیک اسید و اتیلن ( باشند. بعضی از این ژنPRهای 

دست آن شوند. تولید اسید سالسیلیک در داخل مسیر وابسته به اکسید نیتریک و در پایین نیز می

گیرد. اکسید نیتریک نیز مشابه اسید سالسیلیک با اکونیتاز، کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز صورت می

(. عموماً نیازی به اسید 9114کند )میتلر و همکاران، ترکیب شده و از فعالیت آنها بازداری می

ولی در بعضی از  های مقاومت و ایجاد مقاومت در محل آلودگی نیستسالسیلیک برای فعالیت ژن

های اولیه آلودگی و گیاهان به وجود آن برای استقرار و حفظ مقاومت سیستمیک اکتسابی در محل

رسد واکنش فوق های ثانویه دور از محل آلودگی نیاز است. در حال حاضر به نظر مینیز در بافت

                                                 

1 - mollicutes 

2 - gene-for-gene 
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های وابسته ( و سیگنالROI0های اکسیژن فعال )حساسیت با ایفای نقش توأم و تنظیم متقابل واسطه

 (.  9117دهد )اگریوس، به اسید سالسیلیک رخ می

هاست. ترین پیامد عفونتشود که معمولیباعث افزایش نفوذپذیری غشاهای سلولی می همچنیناتیلن 

ها اشاره میری آوندی نیز به اتیلن به عنوان عاملی برای خمیدگی برگهای پژمردگی یا بوتهدر بیماری

فرنگی وجود اتیلن در . در بیماری پژمردگی ورتیسیلیومی گوجه(9112)راجندرا و جوناتان،  شده است

شود در حالی که پس از استقرار آلودگی هنگام ایجاد آلودگی مانع از ایجاد و پیشرفت بیماری می

 (.9110، و همکاران سونروبیگردد )اتیلن سبب تشدید پژمردگی می

 ساکاریدهاپلی  -0-2-9-4

کنند ها، نماتدها و احتمالاً دیگر بیمارگرهای گیاهی مواد لزجی از خود تراوش میکتریها، باقارچ

آورد که حایل سطح خارجی موجود زنده با محیط ای به وجود میکه سطح بدن آنها را پوشانده و لایه

عمول های مساکاریدهای سطحی برای ایجاد نشانهگردد. در برخی بیمارگرها وجود پلیپیرامون آن می

های بیماری نقش ساکارید یا مستقیماً در ایجاد نشانههای پلیرسد. مولکولبیماری لازم به نظر می

مانی بیمارگر سبب تسهیل بیمارگری دارند یا غیرمستقیم با تشدید کلونیزه کردن و یا افزایش زنده

های ویژه در پژمردگی های گیاهی بهساکاریدهای لعاب مانند در بیماریگردند. ظاهراً نقش پلیمی

ساکارید که توسط بیمارگر در های بزرگ پلیهای آوندی مولکولآوندی مهم است. در پژمردگی

های آوندی کافی بوده و آغازگر شوند ممکن است برای انسداد مکانیکی دستهآوندهای چوبی رها می

های آوندی زمانی بهتر مردگیساکاریدها در بستن راه آوندها در پژپژمردگی گیاه باشند. اهمیت پلی

های درشت شود که بدانیم در نتیجه عملیات آنزیمی بیمارگرها بر روی مواد گیاهی، مولکولدرك می

 .(9117اگریوس، ) شونددیگری نیز تولید و به درون آوندها رها می

                                                 
1 -   reactive oxygen intermediates 
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 های دفاعی گیاهانگرهای پاسخسرکوب  -0-2-9-7

عامل زنگ ساقه گندم و  Puccinia graminis f.sp. triticiهای بیمارگر مانند برخی قارچ

Mycosphaerella pinodes کنند تولید می 0فرنگی موادی به نام سرکوب کننده برگی نخودعامل لکه

-های دفاعی در گیاه میزبان جلوگیری میکه مانند فاکتورهای بیمارگری عمل کرده و از بیان واکنش

زنی قارچ های دفاعی گیاه در مایع جوانهکننده از سیستمنمایند. در زنگ ساقه گندم این ماده ممانعت 

شود. این بازدارنده با غشای پلاسمایی سلول و در مایع بین سلولی برگ گندم آلوده به زنگ یافت می

کیلودالتونی دفاعی میزبان به  22میزبان تعامل کرده و سبب کاهش اتصال محرك گلیکوپروتئین 

)فنیل آلانین لیاز( و  PALگر فعالیت آنزیم تیب مولکول سرکوبشود. به این ترغشای سلولی می

زنی (. در مایع جوانه9111مندژن و همکاران، کند )فرآیند عادی پاسخ دفاعی گیاه را سرکوب می

شود که هر دوی این مواد گر تولید میفرنگی دو نوع سرکوب برگی نخوداسپور قارچ عامل لکه

بیوسنتز فیتوالکسین گشته و به طور موقت همه  9فعالیت محركگلیکوپپتید هستند و مانع از 

 .      (0223)کاتو و همکاران، سازند های دفاعی گیاه میزبان را متوقف میواکنش

ها برای ایجاد بیماری ضروری است، به همین ها تولید متابولیت یا متابولیتبرای بعضی از بیمارگر

نماید. اگر تحت شرایطی اسی در تعامل بیمارگر و گیاه ایفا میخاطر در این موارد متابولیت نقشی اس

زا( یا از دست میکروارگانیسم قابلیت سنتز این ترکیبات را به خاطر نداشتن ژن مربوطه )ژن بیماری

های شود. برای مثال موتانتزا نبوده و به عنوان بیمارگر قلمداد نمیدادن آن نداشته باشد، بیماری

های که دچار نقصان در ژن Pseudomonas syringae subsp. savastanoiها مثل بعضی از باکتری

شوند، قادر به ایجاد هیپرپلازی بر روی ( و سیتوکینین میIAAکدکننده ایندول استیک اسید )

، Alternariaهایی مثل های قارچ(. مشابه آن بعضی از موتانت0222گیاهان میزبان نیستند )سوریکو، 

Cochliobolus اند، قادر های اختصاصی میزبان گردیدهکه دچار نقصان در ژن کدکننده فیتوتوکسین

                                                 

1 - suppressors           

2 - elicitor 
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(. 0223باشند )سرون و همکاران، های میزبان نمیهای حساس گونهبه ایجاد بیماری بر روی ژنوتیپ

ها ز متابولیتدر این شرایط ویرولانس بیمارگر بستگی به مقدار توکسین تولید شده دارد. بعضی دیگر ا

ها، در غیاب بیمارگر تولید کننده آن شود،گفته می 0های ویرولانسها تعیین کنندهکه اصطلاحاً به آن

توان توانایی ایجاد بیماری و حداقل بعضی از علایم بیماری را در گیاهان دارند. در این خصوص می

( نام برد Phomopsis amygdali داران )توسطعامل بیماری سیستمیک در هسته 9مثلاً از فوزیکوسین

(. این فیتوتوکسین غیراختصاصی به جز گیاهان میزبان بر روی سایر گونه 0227)گرانتی و همکاران، 

(. در این مورد ویرولانس بیمارگر بستگی به نوع و 0282سازد )گرانتی، گیاهان نیز خسارت وارد می

-های گیاه میزبان به تحملزان مقاومت ژنوتیپهای تولید شده دارد، در صورتی که میغلظت متابولیت

 (.0222ادوکی و همکاران، ها به اثرات سمی فیتوتوکسین بیمارگر بستگی دارد )پذیری بافت

یک میکروارگانیسم باید فاکتورهای تهاجمی  3زایی( در رابطه با بیماری0227به نظر بوس و پارلولیت )

توانایی یک میکروارگانیسم در  ،4فاکتورهای تهاجمیمنظور از را از ویرولانس بیمارگر تفکیک کرد. 

به  7ای با آن را گویند و ویرولانسنفوذ، یعنی عبور از موانع دفاعی گیاه میزبان و ایجاد یک رابطه تغذیه

 شود.توانایی یک میکروارگانیسم در ایجاد علایم بیماری در گیاه میزبان اطلاق می

شوند و ها نیز یکی از فاکتورهای تهاجمی محسوب مییتوتوکسینطور که اشاره گردید فهمان

کنند که برای که بتوانند بر گیاهان مسلط شوند اقدام به تولید این ترکیبات میها برای اینبیمارگر

شوند و میزبان سمی هستند یعنی در واقع باعث اختلال در فیزیولوژی گیاه و یا باعث مرگ سلول می

کنند. ن صدمه زدن به گیاه زمینه استقرار و توسعه بیماری را در گیاه فراهم میدر هر دو صورت ضم

 پردازیم.در فصل بعدی به توضیح مفصل راجع به این فاکتورهای تهاجمی می

 

                                                 
1 - virulence determinants 
2 - fusiccocin 
3 - pathogenicity 
4 - aggressivity factors 
5 - virulence 
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 های گیاهیها و نقش آنها در بیماریفیتوتوکسین  -9-0

پس از نفوذ بیمارگر به داخل گیاه میزبان، مرحله بعدی در حمله برای استعمار گیاه، اغلب ترشح 

د. ندهبه نفع بیمارگر تغییر میها یا ترکیبات شبه هورمونی است که فیزیولوژی گیاه را فیتوتوکسین

های گیاه به منظور جذب مواد مغذی و یا تواند به طور معمول شامل کشتن سلولاین تداخل می

-استفاده از ماشین آلات سلولی باشد که در هر صورت استقرار و توسعه بیماری را در گیاه فراهم می

. بودای از ابهام قرار گرفته زایی در پردهماریها در بی(. از دیر باز نقش فیتوتوکسین0282 کین،کنند )

در محیط کشت بوده که علایم  0های خارج سلولیها قادر به تولید متابولیتها و قارچاگرچه باکتری

سازی و کردند، اما برای سالیان متمادی عدم توانایی در خالصمعمول بیماری را در گیاهان ایجاد می

باعث شد که نقش آنها در به وجود آوردن بیماری ناشناخته باقی بماند. ها شناسایی این متابولیت

در  0241زایی برای اولین بار توسط گاومان در سال ها در بیماریمطالعات در مورد نقش فیتوتوکسین

هایی سوئیس انجام گرفت. این تحقیقات موجب گسترش مطالعات مشابه در سایر کشورها شد و گروه

ها جهت جداسازی و شناسایی این ترکیبات تلاش فراوانی صورت ها و شیمیدانژیستمتشکل از پاتولو

ها به تمام نقاط جهان گسترش یافته و نظر تعداد زیادی از دادند. امروزه تحقیقات بر روی فیتوتوکسین

شناسی گیاهی، در ها به غیر از علم بیماریدانشمندان را به خود جلب نموده است. فیتوتوکسین

اند و در این رابطه ابزار مهمی جهت شناخت ای نیز مورد استفاده قرار گرفتهلعات مولکولی پایهمطا

های بسیار ها گاماند. با استفاده از فیتوتوکسیننحوه عملکرد بسیاری از مواد فعال بیولوژیکی بوده

د دریافت مؤثری در خصوص شناخت جریانات بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی گیاهان از قبیل عملکر

، 4ها، نر عقیمی ژنتیکی، فتوسنتز، تعرق و باز و بسته شدن روزنه3، پمپ یونی9های غشاء سلولیکننده

 شده است.  قل مواد غذایی برداشتهجذب آب و حمل و ن

                                                 
1 - extra- cellular metabolites 
2 - membrane receptors 
3 - ion pumps 
4 - genetic male sterility 
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شناسایی  ،های گیاهیهای توکسیژنیک و بیماریتا به امروز هدف اصلی تحقیقات در خصوص قارچ

ها بوده است. این ترکیبات از لحاظ بیولوژیکی زا، یعنی فیتوتوکسینای بیماریههای نهایی ژنفرآورده

های بسیار فعال هستند و دارای قابلیت انتخابی بالایی بر روی ژنوتیپ اختصاصی مثل فیتوتوکسین

ای بر روی مطالعات نسبتاً گسترده همچنین(. 0284اسچفر و لیوینگستون، باشند )انتخابی میزبان می

باشد، صورت گرفته هر چند ها میها به قارچگیاهی که تعیین کننده مقاومت آن هایلاتی از ژنمحصو

 گیر نبوده است.های حاصله آنقدرها چشمموفقیت

 زاهای توکسینشناسایی گیاه میزبان توسط بیمارگر  -9-9

د بسیار کمی گیرند، اما فقط نسبت به تعداهای پارازیت قرار میگیاهان عالی مرتباً در معرض قارچ

شوند. به صورت معمول بیشتر های گیاهی حساسیت داشته و توسط آنها بیمار میاز این بیمارگر

های غیرمیزبان از توانند در برابر تمام بیمارگرهای دفاعی غیرمیزبانی بوده و میگیاهان دارای مکانیسم

تخصص یافته توانایی دفاع از خود را های خود دفاع کنند. این گیاهان فقط در برابر تعدادی از پارازیت

پزشکان قرار داشته ندارند. این ویژگی در پارازیتیسم و یا شناسایی میزبان از دیرباز مورد توجه گیاه

در رابطه با میزبان بیمارگر ارائه نگردیده است.  "شناسایی"است ولی تاکنون تعریف دقیقی از واژه 

مبحث ارزشمندی را  enging Problems in Plant HealthChall( در کتابی به نام 0228) 0سکویرا

ها مطرح نموده است. در این بخش از کتاب که تحت عنوان شناسایی و ویژگی بین گیاهان و بیمارگر

بعداً به نام تعریف سکویرا معروف شد، شناسایی میزبان به عنوان اولین رویداد اختصاصی در 

-که در نتیجه باعث ممانعت از رشد بیمارگر توسط گیاه میبرانگیختن پاسخ آشکار گیاه تلقی شده 

گردد. امروزه در بین محققان دو تئوری مختلف در خصوص ویژگی میزبانی یا شناسایی میزبان توسط 

های طولانی اغلب دانشمندان بر این باورند دهند که از زمانها وجود دارد. تحقیقات نشان میبیمارگر

باشد. بدین معنی که آزادسازی های مقاومت گیاه میفعال شدن مکانیسم که ویژگی میزبان ناشی از

های گیاهی، موجب تحریک میزبان به تولید های اختصاصی و غیراختصاصی توسط بیمارگرمحرك

                                                 
1 - sequeira 
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گردد. نظریه دوم ویژگی میزبانی را ناشی از واکنش فیتوالکسین و یا واکنش فوق حساسیت می

ته که از طریق مهار ویژه ژنوتیپی یا مهار مقاومت القایی میزبان توسط حساسیت گیاه به بیمارگر دانس

های ویژه ( و مهار کنندهHSTs) 0های اختصاصی میزبانعوامل اختصاصی بیمارگر مثل فیتوتوکسین

 .(9117گریوس، آ)گردد دیگر اعمال می

 های اختصاصی میزبانفیتوتوکسین  -9-9-0

باشند تأثیر نی که دارای ژنوتیپ حساس به بیمارگر میها فقط روی گیاهااین قبیل از فیتوتوکسین

های فیزیولوژیکی( قادر به های بسیار پائین )غلظتها در غلظتگذارند. این گروه از فیتوتوکسینمی

واژه باشند که کاملاً شبیه به علایم ناشی از آلودگی طبیعی در گیاهان میزبان است. تولید علایمی می

 میزبان های( معرفی شد. فیتوتوکسین0224میزبان توسط پرینگل و اسچفر )توکسین اختصاصی 

ها، ترکیبات با وزن مولکولی پایین شامل محصولات طبیعی مانند ترپن ( شاملHSTsانتخابی )

ها، ماکرولیدها، ترکیبات حلقوی و آمینواسیدها تا ترکیبات با وزن ها، بوتنولیدها، پیرونکرومانون

به نظر نیشمورا و اسچفر (. 0284، تورنرساکاریدها هستند )ها و پلیانند پروتئینمولکولی بالا م

های میزبان ها در هنگام جوانه زدن بیمارگر در مکان آلودگی آزاد شده و سلول(، فیتوتوکسین0227)

 نمونه 91 تقریباً  گردند.ها، برای نفوذ بیمارگر و آغاز کلونیزاسیون مهیا میپس از تماس با فیتوتوکسین

( و 0222)والتون،  Alternariaهای اند که اغلب آنها توسط گونهشدهشناخته  هافیتوتوکسین این از

Cochliobolus ( ،و سه توکسین توسط قارچ0222والتون ) هایBipolaris ،سوگاوارا و همکاران( 

0287 ،)Periconia  ،( و 9110)آلیس و همکارانPhyllosticta  ،در زیر  .شوندتولید می (0223)یودر

 (. 0-9های اختصاصی میزبان اشاره شده است )جدولهای شناخته شده فیتوتوکسینبعضی از نمونه

Victorin (HV-Toxin عامل بیماری بلایت ویکتوریا در جو قارچ :)Cochliobolus 

(Helminthosporium) victoria بلایت ویکتوریایی باشد. توانایی تولید این توکسین را دارا می و بوده

                                                 
1  -  host- selective toxins 
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های جو مقاوم به زنگ طوقه ( گزارش شد و تنها بر روی لاین0242اولین بار توسط میهمن و مرفی )

یافت شد. حساسیت جو به ویکتورین و بنابراین حساسیت به بیمارگر به شرط وجود الل غالب در 

های مغلوب ام ژنوتیپهای غالب حساس به ویکتورین هستند و تمتمام ژنوتیپ یعنی است Vbجایگاه 

(vb vb مقاوم به توکسین هستند. جوهای ویکتوریا از اروگوئه برای استفاده به عنوان منبع مقاوم به )

( به آمریکا وارد شدند. دلیل مقاومت جوهای Puccinia coronataزنگ طوقه )عامل بیماری قارچ 

های حاصله حساس وتانت در آنها، لاینگردد و با ایجاد مبرمی Pc2ویکتوریا به زنگ طوقه به ژن غالب 

بسیار نزدیک به هم هستند و ویکتورین  Vbو  Pc2ژن دو به زنگ طوقه شدند و این نشان داد که 

های دفاعی وارد عمل شود، به صورتی که در مطالعات ممکن است با یک ژن مقاومت برای ایجاد پاسخ

را که در برابر های گیاه ری از پاسخفیزیولوژیکی مشاهده شده ویکتورین تحریک تولید بسیا

-ها، سنتز فیتوالکسیندهند مانند رسوب کالوز، پراکسیداسیون چربیزا رخ میبیماری الیستورهای غیر

 glycineویکتورین به علت اتصال به کمپلکس آنزیمی  همچنینشود، ها و ... را سبب می

decarboxylase میتوکندری و نهایتاً تحریک مرگ برنامه در غشاهای میتوکندریایی باعث اختلال در-

 شود. ( در نتیجه خسارت سلولی شدید میPCD0ریزی شده )

AK-Toxin عامل بیماری لکه سیاه گلابی قارچ :Alternaria kikuchiana (0287 ،ناکاشیما)باشد می .

شود، میهای حساس برگ این توکسین منجر به از دست رفتن سریع یون پتاسیم و فسفات از سلول

 شود.  در نتیجه غشاء پلاسمایی به طرف داخل کشیده شده و دیواره سلول تخریب می

HC-Toxin عامل بیماری لکه برگی در ذرت قارچ :Cochliobolus carbonum 

(Helminthosporium carbonum) (. حساسیت به توکسین 0289 ،والتون و همکاران)باشد می

-HCاست. این ژن کد کننده یک کربونیل ردوکتاز،  Hm1گاه مشروط به وجود الل غالب در جای

Toxin reductase (HCTR)  است که باعث غیر فعال شدن توکسین از طریق کاهش عملکرد کتون بر

                                                 
1 - programmed cell death 
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این  همچنینشود. می amino-8-oxo-9,10-epoxyoctadecanoic acid-2روی زنجیره فرعی 

شود که این آنزیم از داستیله شدن هسته توکسین مانع از عملکرد آنزیم هیستون داستیلاز می

ها بر روی کند که تغییر در استیلاسیون این هیستوندر کروماتین جلوگیری می H4و  H3هیستون 

های ژن گذارد مثلاًهایی که ممکن است در دفاع درگیر باشند اثر میهای درگیر در بیان ژنسیستم

شوند. هایی که باعث تقویت دیواره سلولی میها و یا پروتئینهای مرتبط با بیمارگرکد کننده پروتئین

شود و به عنوان یک بازدارنده های مقاومت میبا این توضیحات این توکسین مانع از عملکرد مکانیسم

 شود(.محسوب میزا کند )به عبارت دیگر یک فاکتور بیماریهای دفاعی عمل میپاسخ

T-Toxin (HMT-Toxin عامل بیماری لکه برگی ذرت قارچ :)Cochliobolus heterostrophus 

(Helminthosporium maydis)  نژادT باشد. همچنین قارچمی Mycosphaerella zeae-maydis 

برگی ذرت (. بیماری لکه 0227باشند )لوینگ و همکاران، توانایی تولید این توکسین را دارا می

ها توکسین انتخابی برای این ذرت T-toxinدهد و ( رخ میcms-Tبیماری است که در ذرت نر عقیم )

و  0271های هیبرید در اوایل دهه های والدینی ذرت نر عقیم به شدت برای تولید دانهباشد. لاینمی

این دوره از این نوع بودند  های رشد یافته در امریکا درشدند و متعاقباً اغلب ذرتاستفاده می 0221

شد. این توکسین باعث تشکیل منفذ در غشاء  0221که منجر به اپیدمی شدید بلایت برگی ذرت در 

های میتوکندری شود. آنالیز ژنومریزی شده سلول میو نهایتاً مرگ برنامه cms-Tمیتوکندری گیاهان 

cms-T  منجر به کشف ژنT-urf13 03ین شد که کد کننده یک پروتئ ( کیلودالتونیURF13 )

 . باشدمستقر در غشاء میتوکندری می

ALL-Toxin عامل بیماری شانکر ساقه گوجه فرنگی قارچ :Alternaria alternata f.sp. lycopersici 

-(. این توکسین باعث ایجاد مرگ برنامه9111و اسای و همکاران، 0222باشد )بالانس و همکاران، می

های دفاعی کند. همراه با این پاسخشود که پاسخ دفاعی گیاه را تحریک میمیها ریزی شده سلول
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دهی وابسته به اسید سالسیلیک، جاسمونات و اتیلن نیز نیاز هستند بنابراین به نظر مسیرهای سیگنال

 زا باشد.ها شبیه یک پاسخ دفاعی ایجاد شده توسط یک عامل غیر بیماریرسد این پاسخمی

HS-Toxinمل بیماری لکه برگی نیشکر قارچ: عا Bipolaris (Helminthosporium) sacchari می-

باعث اختلال در عملکرد غشاء توسط قارچ فوق ترشح و (. این توکسین 9110باشد )برندوگت، 

شود. در اغلب بیمارگرهای گیاهی بیوسنتز آزمایشگاهی توکسین نیاز میمیزبان پلاسمایی سلول گیاه 

 .Hتولید شده از  HSیمیایی موجود در میزبان دارد. به طور مثال سنتز توکسین به فاکتورهای ش

sacchari ای از نیشکر به محیط کشت افزوده گردد.گیرد که عصارهتنها هنگامی صورت می 

ها بر اساس انتخاب حرف اول جنس و گونه بیمارگرهای تولید کننده آنها اگر توجه شود فیتوتوکسین

 د.اننامگذاری شده

Serine protease آنزیم سرین پروتئاز ترشحی از اوومایست :Phytophthora infestans  عامل

پروتئاز سرین  (.9117تیان و همکاران، )بادزدگی گوجه فرنگی به عنوان توکسین شناسایی شده است 

P69B subtilisin یکی از PR های دفاعی های موجود در گوجه فرنگی است که مرتبط با پاسخپروتئین

تواند یکی از های دفاعی ایجاد شده توسط گیاه به واسطه پروتئازها، میباشد. بازدارندگی پاسخمیگیاه 

های متفاوتی باشد که بیمارگرهای گیاهی بتوانند در گیاه زنده باقی بمانند و بافت گیاه را استراتژی

ز خارج سلولی دو بازدارنده سرین پروتئابا تولید  Ph. infestansگیاهی  بیمارگر مورد حمله قرار دهند.

(EPI1  وEPI10) باعث بازدارندگی فعالیت P69B subtilisin  میموجود در آپوپلاست گوجه فرنگی-

 نماید.ایجاد بیماری میو به این طریق  شود
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 های قارچی مختلفشناخته شده بیماریهای اختصاصی : توکسین0-9جدول

 مرجع تأثیر بیولوژیک در گیاه  ساختمان شیمیایی توکسین بیماری میزبان/پاتوتیپ بیمارگر

Helminthosporium 

victoriae 
 HV بلایت ویکتوریا جو جو

(Victorin) 
 0242میهمن و مرفی،  ریزی شده سلولمرگ برنامه پپتید حلقوی کلره

Alternaria kikuchiana لکه سیاه گلابی گلابی ژاپنی AK 0287ناکاشیما،  تخریب دیواره سلولی استرهای اپوکسی 

Helminthosporium 

carbonum 
 0289والتون و همکاران،  های دفاعیبازدارنده پاسخ تتراپپتید حلقوی HC لکه برگی و ریشه ذرت ذرت

Alternaria fragariae لکه سیاه توت فرنگی توت فرنگی AF 0282نامیکی و همکاران،  اختلال در عملکرد غشاء پلاسمایی استرهای اپوکسی 

Mycosphaerella zea-

maydis 
 0282آیر و پنارودریگوز،  اختلال در عملکرد میتوکندی های خطیکتولپلی PM لکه برگی ذرت ذرت

Alternaria citri ای نارنگیلکه قهوه نارنگی ACT 0282  ؛ ایتوه و همکاران،0282نیشمورا و ناکاتسوکا،  تخریب دیواره سلولی   استرهای اپوکسی 

Helminthosporium 

maydis race T 
 0227لوینگ و همکاران،  تشکیل منفذ در غشاء میتوکندری خطیهای کتولپلی HMT (T) لکه برگی ذرت ذرت

Alternaria alternata 

f.sp. lycopersici 
 9111؛ اسای و همکاران، 0222بالانس و همکاران،  ریزی شده سلولمرگ برنامه استرهای آمینوپنتول AAL شانکر ساقه گوجه فرنگی گوجه فرنگی

Alternaria mali لکه سیاه سیب سیب AM 0222یوبیلو و همکاران،  کاهش سریع مقدار کلروفیل تتراپپتید حلقوی 
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 های قارچی مختلفهای اختصاصی شناخته شده بیماری: توکسین0-9جدول

 مرجع تأثیر بیولوژیک در گیاه ساختمان شیمیایی توکسین بیماری میزبان/پاتوتیپ بیمارگر

Pyrenophora 

tritici-repentis 

 0228کولمر،  RNAبازدارنده سنتز پروتئین و   kDa 9/03پروتئین  Ptr ToxA گندم خرماییلکه  گندم

 0228کولمر،  RNAبازدارنده سنتز پروتئین و   kDa 2/2پروتئین  Ptr ToxB گندم خرماییلکه  گندم  

Periconia 

circinata 

 Peritoxin پوسیدگی ریشه و طوقه سورگوم سورگوم

(PC-Toxin) 

 0228اهن و والتون،  هاافزایش سنتز تعدادی از پروتئین کلره کتیدپپتیدیلپلی

Helminthosporium 

sacchari 

 9110برندوگت،  اختلال در عملکرد غشاء پلاسمایی سسکویترپن گلیکوزیله HS نیشکرلکه برگی  نیشکر

Fusarium 

eumartii 

 زمینی سیب 

 ینی

 Serine سیب زمینیپوسیدگی  

protease 

های دفاعی  سرکوب کردن پاسخ   ین پروتئین

 فاعی 
 ،ارانش9119 همکاران، اولیویری و

Phytophthora 

infestans 

 Serine بادزدگی گوجه فرنگی فرنگی گوجه

protease 

 9117و همکاران،  تیان های دفاعی سرکوب کردن پاسخ پروتئین
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 0میزبان غیراختصاصی هایفیتوتوکسین  -9-9-9

کنند که می تولید فیتوتوکسینی ترکیبات گیاهی زایبیماری هایقارچ و هاباکتری از بسیاری      

 روی بر ترکیبات این و هستند غیراختصاصی ترکیبات این شوند. اکثرزایی در گیاهان میباعث بیماری

 فوزیکوکسین، مثل غیراختصاصی، هایفیتوتوکسین برخی .گذارندمی اثر بیمارگرها از ی وسیعیدامنه

 یا زاییبیماری در تابتوکسین و ها، ماراسمینسیرینگومایسین فزئولوتوکسین، کوروناتین، تریکوتسین،

 اگرچه. شوندنمی محسوب زابیماری اصلی عوامل درکل اما کنند،می شرکت بیماری علایم توسعه در

 شناخته های HSTهمه  حال این با کنند،می تولید بسیاری غیرانتخابی هایفیتوتوکسین هاباکتری

 (.9-9شوند )جدولمی تولید هاقارچ توسط شده

 ها در بیان علایم و بیمارینقش فیتوتوکسین  -9-3

-بیماری را کاهش میباشند و شدت توکسین نمیهای ایجاد شده که قادر به تولید بررسی موتانت

-های گیاهی را به خوبی اثبات میها در بیماریشوند، نقش فیتوتوکسینزا میبیماریدهند و یا غیر 

 Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000از Tn5های کنند. به طور مثال بررسی موتانت

، قادر به تولید این coronatineی مورد نیاز برای سنتز هاها به علت کمبود ژننشان داد که این موتانت

 (.9114توکسین در گیاهان نبودند و باعث کاهش علایم بیماری گردیدند )بروکس و همکاران، 

 هامکانیسم عمل فیتوتوکسین  -9-4

ها از طریق بازدارندگی عمل ها اشاره گردید، فیتوتوکسینطور که در توضیحات فیتوتوکسینهمان

و یا شدت  9های دفاعی باعث ایجاد بیماریهای غشاء و ممانعت از پاسختداخل در ویژگیآنزیم، 

 به australifunginو  1TA ،2TA ،B1 fumonisinشوند. به طور مثال چهار توکسین می 3بیماری

  اند که باتاز آنزیمی درگیر در سنتز اسفنگولیپیدها شناخته شدهتهای سرآمیدسنبازدارندهعنوان 

                                                 
1 - host non-selective toxins  
2 - pathogenicity 

3 - virulence 
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 های قارچی مختلفشناخته شده بیماریهای غیراختصاصی : توکسین9-9جدول

 مرجع تأثیر بیولوژیک در گیاه توکسین بیماری میزبان/پاتوتیپ بیمارگر 

Penicillium 

decumbens 

 0287؛  تیتجن و همکاران، 0278سینگلتون،  استیلینگ در گلرنگمانع از سنتز فیتوالکسین پلی Brefeldin A خوشه و ساقه گلرنگبلایت  گلرنگ

Fusicoccum 

amygdali 

 ها و باعث باز شدن غیر طبیعی روزنه fusicoccin شانکر هلو و بادام هلو و بادام

 برهم زدن تعادل آب در گیاهان

 ؛ 0220؛  بارو و همکاران، 0220بالیو و همکاران، 

 0282مار و همکاران،  

Alternaria 

alternata 

 مانع از فسفریلاسیون نوری در کلروپلاست، tentoxin ایجاد کلروز در گیاهان عالی گیاهان عالی

 اکسیدازفنولایجاد نکروز و مانع از فعالیت پلی 

 ؛ 0229؛  تمپلتون، 0224مییر و همکاران، 

 0280واقن و دوکو،  

Cochliobolus 

miyabeanus 

 0222تیپتون و همکاران،  های گیاهتأثیر بر روی نفوذپذیری سلول Ophiobolins ای برنجلکه قهوه برنج

Cercospora 

kikuchii 

 تخریب دیواره سلولیپراکسیداسیون لیپیدها و  cercosporin لکه برگی سویا سویا
 ؛0282ویس و همکاران،  

 0280استینکمپ و همکاران،       

Phoma 

macdonaldii 

 0282؛  سوگاوارا و استروبل، 0283و همکاران، کوتی  اختلال در تنظیم کلسیم zinniol ساقه سیاه آفتابگردان آفتابگردان
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شود. شوند که سمیت ایجاد میمنجر به تجمع بازهای اسفینگوئید می این آنزیمجلوگیری از عملکرد 

شوند، به طور مثال های دفاعی گیاه میهای قارچی باعث بازدارندگی پاسخاغلب فیتوتوکسین همچنین

helminthosporal  توکسین تولیدی از قارچCochliobolus sativus  به شدت باعث بازدارندگیβ-

1,3-glucan synthase(. گیاهان می0228 بریکوت و همکاران،شود )، آنزیم مسئول سنتز کالوز می-

ها و یا تبدیل آنها به مواد با سمیت کمتر با آنها مقابله کنند. وانند از طریق جذب نکردن فیتوتوکسینت

-به طوری که موتانتی از آرابیدوپسیس شناسایی شده است که سرعت جذب کمتری از فیتوتوکسین

تیپ  باشد. این ژنها میتر به فیتوتوکسیننسبت به تیپ وحشی دارد و متعاقباً مقاوم thaxtominهای 

یابی شده دارای همولوگ است که کد کننده پروتئینی های یوکاریوتی توالیدر تمام ژنوموحشی 

تبدیل  همچنین(. 9113همکاران،  اسچیبل وتنظیم کننده مکانیسم انتقال است )و کوچک 

ضوع قابل های دیگر موها به ترکیبات با سمیت کمتر توسط گیاهان و میکروارگانیسمفیتوتوکسین

های با سمیت کمتر هستند در طوری که گیاهانی که قادر به تبدیل فیتوتوکسین توجهی است، به

هایی که های توکسیژنیک با ارزش هستند و میکروارگانیسماصلاح نباتات برای مقاومت به ارگانیسم

شوند و استفاده میچنین توانایی دارند نیز به عنوان عوامل بیوکنترلی برای بیمارگرهای توکسیژنیک 

برای تولید بیوتکنولوژی محصولات مقاوم مناسب هستند. گلیکوزیلاسیون مکانیسمی است که از این 

 Centaureaتوسط  maculosinتوانند سمیت کمتری داشته باشند به طور مثال، طریق ترکیبات می

maculosa ن شود که یکی از آنها به عنواتبدیل به حداقل سه ترکیب قطبی میmaculosin β-O-

glucoside  شناخته شده است که سمیتی برایC. maculosa ( پارك و و هیچ گیاه دیگری ندارد

 (.  0224همکاران، 

-بیوکنترلی، قادر به غیر سمی کردن فیتوتوکسین به عنوان عامل Pantoea dispersaای از جدایه

باشد عامل سوختگی برگ نیشکر می Xanthomonas albilineansتولید شده توسط  albicidinهای 

، تراریختهو با کلون کردن ژن مربوطه و بیان شدن ژن در گیاهان نیشکر  (0222 زانگ و بیرچ،)
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های بارز این بیماری است را نشان گیاهان آلوده به این بیمارگر دیگر علایم کلروتیک که از نشانه

 (.  0222ندادند )زانگ و همکاران، 

 هاتوتوکسینبرداری از فیبهره  -9-7

زا )توانایی ایجاد هنگامی که فیتوتوکسین تولید شده توسط بیمارگرهای گیاهی، یک عامل بیماری

زایی نقش داشته باشد ممکن است از آنها در به وجود بیماری( محسوب شود و یا در شدت بیماری

جام شود استفاده از هایی که ممکن است انآوردن گیاهان مقاوم به بیماری استفاده کرد. یکی از راه

هایی است که حساس هستند به همین دلیل اگر ها به عنوان عاملی انتخابی برای ژنوتیپفیتوتوکسین

 دخواهند بو لید کننده توکسینزایی باشد گیاهان کاملاً مقاوم به بیمارگر توتوکسین یک عامل بیماری

به گیاهان حساس بیشتر مقاوم زایی باشد گیاهان نسبت و اگر توکسین عاملی در شدت بیماری

ها به مواد شوند که دارای آنزیم تبدیل فیتوتوکسینخواهند بود. به عنوان مثال گیاهانی انتخاب می

غیر سمی هستند یا گیاهانی که ممکن است از نظر ژنتیکی با یک ژن کد کننده چنین آنزیمی تغییر 

به بیمارگر توکسیژنیک مقاوم است. به کرده باشند. در بعضی موارد مشخص است که چرا یک گیاه 

 HCاز طریق از بین بردن گروه کربونیل موجود در زنجیره فرعی توکسین  Hm1 طور مثال ذرت با الل

-باشد و پیدا کردن ژنوتیپمی H. carbonumقادر به غیر سمی کردن این توکسین تولید شده توسط 

های اصلاح نباتات از آنها استفاده کرد. در برنامهتوان در هایی با این الل غالب دشوار نیست و می

توان در تولید گیاهان مقاوم استفاده نیز می لید کننده توکسینبعضی موارد از خود بیمارگرهای تو

کند که ترشح می phaseolotoxinتوکسین  Pseudomonas phaseolicolaکرد. به طور مثال 

کند. با این حال این باکتری و سنتز سیترولین را کاتالیز می بازدارنده اورنیتین کربامیل ترانسفراز است

کند و باعث ایجاد مقاومت به را کد می argKکه یکی از آنها آنزیم  OCTبه دلیل داشتن دو ژن 

( و هنگامی که این ژن به 9114گیرد )لوپز و همکاران، تحت تأثیر توکسین قرار نمیشده و توکسین 

پانوپولوس، و  شد بیشتر گیاهان به توکسین غیر حساس شدند )هتزیلوکاس گیاه تنباکو انتقال داده

0229.) 
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ها این است که اگر آنها به اندازه کافی انتخابی باشند بتوان از آنها راه دیگر استفاده از فیتوتوکسین

برای گیاهان  fumonisinو  AALهای های هرز استفاده کرد. به طور مثال فیتوتوکسیندر کنترل علف

و  jimsonweedهای هرز برای علف همچنیناختصاصی هستند و  asc/ascگوجه فرنگی با ژنوتیپ 

black nightshade  سمی هستند و همان طور که قبلاً اشاره گردید این سه توکسین به علت

 شوندیتاز منجر به تجمع بازهای اسفنگولیپیدها و در نهایت ایجاد سمیت متبازدارندگی سرآمید سن

 (. 0224اباس و همکاران، )

ها اختصاصی است و عامل کلروزیس و نکروزیس برگ Cirsium arvenseبرای  Septoria cirsiiقارچ 

شود که تولید می β-nitropropionic acidباشد. هنگام کشت قارچ، فیتوتوکسین شناخته شده می

زنی دانه و این باعث بازدارندگی جوانهشود و علاوه بر ها سبب میچنین علایم مشابهی را در برگ

 Cirsium arvenseشود، از این رو از این قارچ و توکسین برای بیوکنترل طویل شدن ریشه می

 (.0223هرشنهورن و همکاران، شود )استفاده می

نها توان از آزایی هستند و میها گروهی از مواد مؤثر در فرآیند بیماریکه فیتوتوکسینبا توجه به این

آمیز در تولید گیاهان گری آزمایشگاهی موفقیتبه عنوان عوامل انتخابی در ایجاد یک سیستم غربال

ها( از های مترشحه )متابولیتمقاوم استفاده کرد، اهداف این بررسی، استخراج و شناسایی فیتوتوکسین

در کشت بافت و همچنین استفاده از سکروتوم این قارچ  Monosporascus cannonballusقارچ 

باشند و در فصل بعد به توضیح مفصل راجع های متحمل خربزه مییابی به پایهخربزه به منظور دست

ها زایی و شناسایی متابولیتسازی، اثبات بیماریهای قارچ مذکور، خالصبه چگونگی تهیه متابولیت

 پرداخته شده است.
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 مواد  -3-0

 مواد شیمیایی و مواد گیاهی  -3-0-0

که تهیه شدند مگر این (Merk, Darmstdt, Germany)کلیه مواد شیمیایی مورد مصرف از شرکت 

بزه، کدو، طالبی، گندم، جو و به آن اشاره شده باشد و مواد گیاهی مورد مصرف شامل بذور خر در متن

اختصاصی و غیراختصاصی بودن ، زاییاثبات بیماری هایجهت استفاده در آزمایشفرنگی گوجه 

 از مؤسسه گیاهپزشکی کشور تهیه شدند.میزبانی مواد فیتوتوکسینی جداسازی شده، 

 جدایه قارچ  -3-0-9

از میزبان جداسازی شده از مؤسسه گیاهپزشکی کشور ) M. cannonballusقارچ  923 جدایه

 .در کاشان( دریافت شد 0382خربزه در سال 

 :M. cannonballusهای اختصاصی قارچ محیط کشت  -3-0-3

و  PDA ،FCM محیط کشتسه نوع  ،M. cannonballusقارچ  923 جدایهجهت تکثیر و کشت     

Czapeck’s  از محیط  استفاده قرار گرفتند.موردPDA (7/32 گرم در لیتر PDA  میلی 971حاوی-

)فریز و  FCMقارچی استفاده شد و از محیط کشت  جدایهگرم در لیتر استرپتومایسین( برای تکثیر 

قارچ و جداسازی  جدایه( برای کشت 9و  0)جدول ضمیمه  Czapeck’sو ( 0220همکاران، 

در ابتدا استفاده گردید اما به دلیل مقدار کم  FCMده شد. از محیط کشت های قارچی استفامتابولیت

شد بنابر این از آلودگی مشاهده می ،بعضی از مواد موجود در آن و امکان اشتباه در وزن کردن آنها

ها به دلیل حساسیت کمتر آن برای کشت قارچ و جداسازی متابولیت Czapeck’sمحیط کشت 

 استفاده شد.
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 بررسیروش   -3-9

 های قارچیتهیه متابولیت  -3-9-0

به هر  M. cannonballusروزه  4، دو بلوك قارچ از کشت PDAدر محیط  پس از رشد قارچ

روز به علت کند رشد  90اضافه و به مدت  Czapeck’sلیتر محیط کشت میلی 971فلاسک حاوی 

ها رشد قارچ در فلاسک که. پس از آنشدندداری گراد نگهدرجه سانتی 98بودن قارچ در انکوباتور 

 ,No.1 (Merk, Darmstdtهای قارچ را از قیف باخنر و کاغذ واتمن نمود محیط کشت حاوی میسلیوم

Germany) ها را جدا و مایع به دست آمده که به وسیله پمپ خلاء عبور داده، به این طریق مسیلیوم

 47/1) پورکروفیلترهای میهای قارچ است از و متابولیت Czapeck’sمخلوطی از محیط کشت 

( برای استریل کردن عبور داده و در ظرف Sartorious AG, Gottingen, Germany) میکرومتر(

 . شدندداری استریل نگه

 قارچی های()فیتوتوکسین هایخالص سازی مقدماتی متابولیت  -3-9-9

ولکولی بالا های با وزن ممواد با وزن مولکولی پایین از متابولیت خالص سازی مقدماتیبرای 

 YM-10 (Milliporeها(، مایع به دست آمده با استفاده از فیلتر آمیکون )احتمالاً پروتئین

Corporation, Bedford, MA کیلودالتون در دور  01( با قابلیت تفکیک × g2111  به  وسانتریفیوژ

 (.0-3کیلودالتون جداسازی شدند )شکل 01های بالا و زیر این طریق متابولیت

ها( را کیلودالتون )احتمالاً پروتئین 01های بالای مایعی که روی غشاء فیلتر قرار گرفته متابولیت

آب  ،دهد و برای جدا کردن هر گونه ناخالصی از آنها از جمله مواد با وزن مولکولی پایینتشکیل می

برای به دست  .()این عمل سه بار تکرار شد سانتریفیوژ شد g 2111×اضافه گردید و در دور مقطر 

اضافه  =pH 9/2با مولار  0اسید کلریدریک -لیتر بافر تریسآوردن غلظت پروتئین محلول، یک میلی

( غلظت سنجی 0222برادفورد، و سپس به روش برادفورد ) کاملاً در این بافر حلها کرده و پروتئین

 .(3)ضمیمه  گردید
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خالص سازی ) کیلودالتون 01با قابلیت تفکیک  YM-10فیلتر آمیکون مایع با استفاده از : فیلتر کردن 0-3شکل

 (.صورت گرفت کیلودالتون قارچ 01های بالا و زیر متابولیتمقدماتی 
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کیلودالتون( در گیاه  01های بیشتر از زایی سکروتوم )متابولیتآزمون اثبات بیماری  -3-9-9-0

 خربزه

برگی مورد  7تا  4فیتوتوکسینی سکروتوم، گیاهان خربزه کشت شده  برای اطمینان از خاصیت

، آب مقطر و µg/ml 084/1سکروتوم خالص شده با غلظت میکرولیتر  011آزمایش قرار گرفتند. 

Czapeck’s سرنگ های حقیقی با استفاده از های کوتیلدونی و برگشاهد( داخل برگعنوان  )به

درجه  08-99ده یک شب در تاریکی و بعد از آن در دمای تزریق شدند. سپس گیاهان تیمار ش

و از  قرار گرفتند ساعت 091تا  ساعت تاریکی 8ساعت روشنایی و  02 نوریگراد، تحت شرایط سانتی

 .ها تصویربرداری به عمل آمدبرگ

 کیلودالتون( 01های بیشتر از تأثیر دما روی فعالیت بیولوژیکی سکروتوم )متابولیت  -3-9-9-9

-سانتیدرجه  011در  µg/ml 084/1با غلظت  میکرولیتر سکروتوم 011آزمایش تأثیر دما، برای 

)به عنوان شاهد(  Czapeck’sبه مدت یک ساعت تیمار گرمایی شدند و به همراه، آب مقطر و گراد 

با استفاده از سرنگ تزریق شدند. سپس گیاهان تیمار شده  خربزه های حقیقی و کوتیلدونیداخل برگ

ساعت  02 نوریگراد، تحت شرایط درجه سانتی 08-99شب در تاریکی و بعد از آن در دمای یک 

 ها تصویر برداری به عمل آمد.قرار گرفتند و از برگ ساعت 091تا ساعت تاریکی  8روشنایی و 

کیلودالتون( با استفاده از الکتروفورز  01های بیشتر از سازی سکروتوم )متابولیتخالص  -3-9-9-3

 (SDS-PAGEآمید )آکریلپلی -سیل سولفاتژل سدیم دود

بعد از یافتن غلظت پروتئین محلول، برای جداسازی مواد تشکیل دهنده و شناسایی آنها از روش 

 (. ژل9110سام بروك و روسل، ) شدآمید استفاده آکریلپلی -الکتروفورز ژل سدیم دودسیل سولفات

-درصد آکریل 7ژل متراکم کننده با غلظت  درصد و 07شامل دو قسمت ژل تفکیک کننده با غلظت 

 7/9با  µg/ml 084/1کیلودالتون( با غلظت  01های بالای میکرولیتر سکروتوم )متابولیت 09آمید بود. 

 دمای  دقیقه در 01و به مدت  شد( مخلوط Life Science, UK) loading dye proteinمیکرولیتر از 
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 protein ladderکرولیتر نیز یم 7روی ژل برده شد. حدود  قرار داده و سپسگراد درجه سانتی 21

ولت و  081( استفاده گردید. الکتروفورز در ولتاژ ثابت Life Science, UKکیلودالتون( ) 991تا  01)

پس ژل در محلول فیکساتیو آب: استیک اسید: اتانول س .ساعت انجام گرفت 9آمپر به مدت میلی 31

 ،دقیقه قرار داده شد و بعد از آن با آب مقطر استریل شست و شو 07دت به م 3: 2: 0های به نسبت

( به مدت Sigma, St Louis, MO, USA)( w/v)درصد  10/1 (R-250) بلوسپس در محلول کوماسی

 بریرنگآب مقطر استریل  باساعت  9روز بعد ژل به مدت  .آمیزی صورت گرفتروز رنگیک شبانه

یابی با تیغ استریل باندهای تشکیل شده روی ژل برای توالی .شد گرفتهعکس ژل از شد و سپس 

 بریده شدند.

 شناسایی باندهای پروتئینی به دست آمده  -3-9-9-4

-Mass Spectrometry (MSاز طریق ،باندهای پروتئینی تشکیل شده روی ژل یابیتوالی

MALDI-TOF در دانشگاه یورك انگلیس از طریق نرم افزار )Mascot  و protein blastصورت گرفت. 

-توسط نرم neighbor-joiningهای شناسایی شده نیز از روش همچنین دندروگرام فیلوژنی پروتئین

  رسم گردید. bootstrap 0111با  mega5افزار 

 زایی مواد با وزن مولکولی پائین در گیاه خربزهآزمون اثبات بیماری  -3-9-9-7

تا  4، گیاهان خربزه کشت شده 0مولکولی پائین برای اطمینان از خاصیت فیتوتوکسینی مواد با وزن   

میکرولیتر(، آب 011کیلودالتون خالص شده ) 01برگی مورد آزمایش قرار گرفتند. سکروتوم زیر  7

های حقیقی با های کوتیلدونی و برگ)به عنوان شاهد( داخل برگ Czapeck’sمقطر استریل و 

شده یک شب در تاریکی و بعد از آن در دمای استفاده از سرنگ تزریق شدند. سپس گیاهان تیمار 

 ساعت 091تا تاریکی  ساعت 8ساعت روشنایی و  02 نوریگراد، تحت شرایط درجه سانتی 99-08

 ها تصویر برداری به عمل آمد.ند و از برگقرار گرفت

                                                 
1 - low molecular weight componds 
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 تأثیر دما روی فعالیت بیولوژیکی مواد با وزن مولکولی پائین در گیاه خربزه  -3-9-9-2

گراد به درجه سانتی 011میکرولیتر مواد با وزن مولکولی پائین در  011ثیر دما، برای آزمایش تأ

)به عنوان شاهد( داخل  Czapeck’sمدت یک ساعت تیمار گرمایی شدند و به همراه، آب مقطر و 

با استفاده از سرنگ تزریق شدند. سپس گیاهان تیمار شده یک  خربزه های حقیقی و کوتیلدونیبرگ

ساعت روشنایی  02 نوریگراد، تحت شرایط درجه سانتی 08-99ی و بعد از آن در دمای شب در تاریک

 ها تصویر برداری به عمل آمد.قرار گرفتند و از برگ ساعت 091تا ساعت تاریکی  8و 

خالص سازی مواد با وزن مولکولی پائین با استفاده از الکتروفورز کاغذی با ولتاژ بالا   -3-9-9-2

(HVPE) 

 rotaryلیتر( توسط میلی 41کیلودالتون ) 01( زیر LMWCsمولکولی پائین )مواد با وزن 

evaporator (Buchi Labortechnik, Flawil, Switzerland در حمام آب گرم با دمای )درجه  41

و  ندداری شدگراد نگهدرجه سانتی 4در یخچال در دمای  لیتر تغلیظ ومیلی 7گراد به حدود سانتی

و مایع رویی  و حذف گردیدندنشین های موجود در آن تهبعد از یک روز مقداری از نمک

(supernatant ) 4/2با pH =  های موجود در آن قطره قطره حدود و به منظور حذف نمک برداشته شد

مواد فیتوتوکسینی  3کمتر از  pH)در  رسید 3به  pHتا  گردیدمیکرولیتر اسید فرمیک اضافه  77

به  آنها و حذفموجود  یهاسپس مایع حاصله را برای رسوب کردن نمک روند(،وجود از بین میم

و برای حذف اسید  برداشته 0رونشینو بعد از آن دوباره  ری شدمدت یک روز در یخچال نگه دا

های به مایع به دست آمده به منظور حذف نمک. گرفتانجام  evaporator rotaryفرمیک باقی مانده 

درصد )به علت سرعت تبخیر بالای آن(  21متانول سرد میکرولیتر  911باقی مانده و اسید فرمیک، 

ای . فاز غیرشفاف را دور ریخته و مایع قهوهشدای رنگ حاصل که دو فاز غیرشفاف و قهوه گردیداضافه 

سایی مورد جهت بررسی خاصیت فیتوتوکسینی و نیز شنارنگ حاوی مواد با وزن مولکولی پایین 

 ,No.1 (cm 2 × 93 )(Merk, Darmstdtبه طوری که بر روی کاغذ واتمن  استفاده قرار گرفتند.

                                                 

1  -  supernatant 
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Germany) 3ی بارگذاری شده شامل به صورت یک سری از نقاط منفرد بارگذاری شدند. هر نقطه 

گرم بر  0/033( با جرم مولکولی Aspاز آسپارتیک اسید ) مواد با وزن مولکولی پائین بود. میکرولیتر

مول تقریباً نزدیک به جرم مولکولی مواد با وزن مولکولی پائین در اولین نقطه به عنوان کنترل )شاهد( 

بر روی کاغذ استفاده شد. سپس الکتروفورز کاغذ واتمن بارگذاری شده با مواد با وزن مولکولی پائین 

در ولتاژ  pH = 27/0( با v/vد )درص 48/9( و اسید فرمیک v/vدرصد ) 29/7در بافر اسید استیک 

انجام شد. کاغذ )الکتروفوتوگرام( در مجاورت الکتروفورز دستگاه یک دقیقه در  97ولت به مدت  411

-یناکه بسیاری از مواد با وزن مولکولی پایین فیتوتوکسینی با رنگ نهوا خشک گردید و به علت این

( در استون w/vدرصد ) 9/1هیدرین ینابا ن دهند، الکتروفوتوگرامهیدرین واکنش مثبت نشان می

واکنش مثبت نشان  هیدرینیناندقیقه برای ظاهر شدن نقاطی که با  3تا  9آمیزی شد و به مدت رنگ

هیدرین ماده شیمیایی زرد رنگی است که یناگراد حرارت داده شد. ندرجه سانتی 011دادند، در می

اسید آمینه، گروه رود و هنگام واکنش با به کار میو آمونیاك  های نوع اول و دومآمینبرای شناسایی 

ای به هیدرین به مادهیناآمینی و کربوکسیل اسید آمینه آزاد شده و اسید آمینه به صورت آلدهید و ن

-شود که این ماده با گروه آمینی آزاد شده و با یک مولکول دیگر از نیندانتین تبدیل مینام هیدرین

نماید و برای تعیین حرکت نسبی هر میتولید بنفش قرمز مایل به رنگ  دهد ومی هیدرین واکنش

 شود. نسبت به حرکت نسبی آسپارتیک اسید استفاده می هیدریننینکدام از ترکیبات واکنش داده با 

حدود  HVPEآزمایش باید برای به دست آوردن مقدار کافی مواد خالص شده به منظور شناسایی آنها، 

. البته برای به دست آوردن مواد خالص رفتگمیر تحت شرایط یکسان ذکر شده در بالا صورت با 71

آمیزی کل الکتروفتوگرام، تنها یک نوار حدوداً جداسازی شده از کاغذها نه همراه با رنگ به جای رنگ

از سمت چپ  باشدو یک نقطه از مواد با وزن مولکولی پائین  کنترلمتری که شامل نقطه سانتی 0

و این دو  شدندکاغذ و یک نوار شامل یک نقطه مواد با وزن مولکولی پائین از سمت راست کاغذ بریده 

 آمیزی نشده برمولکولی پائین رنگ . سپس کاغذ شامل چندین نقطه مواد با وزنشدندآمیزی نوار رنگ

)ماده با وزن  یها. متابولیتدشدنو نوار کناری به نوارهایی بریده ط ظاهر شده در دااساس موقعیت نق
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سانتریفیوژ  g× 2111دقیقه در دور  7با استفاده از متانول به مدت مربوط به هر نقطه مولکولی پائین( 

تحت شرایط  ،مواد استخراج شده برای اطمینان از صحت شدند. 0از کاغذها استخراج و سپس لیوفیلیزه

 .گردید مشاهده وادو وجود مآمیزی صورت گرفت رنگو با نین هیدرین انجام  HVPEذکر شده در بالا 

  بررسی اختصاصی و غیراختصاصی بودن مواد فیتوتوکسینی جداسازی شده  -3-9-9-8

به منظور دانستن اختصاصی و غیراختصاصی بودن این مواد، گیاهانی از خانواده کدوئیان، گندمیان 

بررسی قرار گرفتند. بذر این گیاهان و جالیز مانند خربزه، کدو، طالبی، گندم، جو و گوجه فرنگی مورد 

ها و  LMWCها انتقال داده شدند و پس از رشد، تزریق زنی به گلدانابتدا ضدعفونی و بعد از جوانه

درجه 08-99ساعت در دمای  091گیاهان تا  های آنها صورت گرفت.های حاصل به برگسکروتوم

 .تصویربرداری به عمل آمد هاو سپس از برگ داری شدندگراد در گلخانه نگهسانتی

 کشت بافت گیاهان به منظور آنالیز تنوع سوماکلونال   -3-9-9-2

دقیقه  91تا  07( به مدت v/vدرصد ) 0ابتدا پوست مقداری بذر خربزه مشهدی جدا و در وایتکس 

. بعد از خشک شدندبار با آب مقطر استریل شست و شو  4و بعد از این مدت بذرها  شدندور غوطه

(، بنزیل w/vدرصد ) 0شامل ساکارز  (0229موراشینگ و اسکوگ، ) MSط کشت پایه شدن روی محی

و یک هفته بعد این  گرفتندقرار   pH = 8/7 ( باw/vدرصد ) 8( و آگار BA( )mg/l 7/1آمینوپورین )

 . شدندها به عنوان منابع ریزنمونه استفاده گیاهچه

-های متفاوت هورمونگرم بر لیتر آگار با غلظت 8گرم بر لیتر ساکارز و  31با  MSمحیط کشت پایه 

 Benzylگرم بر لیتر( و میلی 7و  1 ،7/9) dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)-2,4های 

aminopurine (BA) (1  تهیه گردید. میلی 0/1و )گرم بر لیترpH 8/7های تهیه شده حدود محیط 

دقیقه اتوکلاو گردیدند.  07درجه به مدت  090گیری شدند و سپس در دمای قبل از اتوکلاو اندازه

بعد از عبور از  Czapeck’sکشت داده شده روی محیط کشت مایع  M. cannonballusعصاره قارچ 

                                                 
1 - lyophilized 
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پور که حاوی مواد فیتوتوکسینی هستند بعد کاغذ صافی توسط قیف باخنر و پمپ خلاء و عبور از میلی

درصد به  9و  7/0، 0، 2/1، 8/1، 2/1، 2/1، 7/1های ل از جامد شدن با غلظتاز کمی خنک شدن قب

به عنوان شاهد در نظر های کشت یک لوله ها اضافه گردید. از هر کدام از محیطاین محیط کشت

ها به . هیپوکوتیکولگردیدقارچ اضافه عصاره بدون  Czapeck’sو به آن تنها محیط کشت  گرفته شد

 97دمای در ها و نمونه گرفتندها قرار و در این محیط کشته شدند متری بریدسانتی 7تا  4قطعات 

ساعت  02ها به شرایط نوری با هفته محیط کشت 4و بعد از حدود  شدندداری درجه در تاریکی نگه

های مقاوم به زایی آنها به منظور استفاده برای تولید پایهروشنایی انتقال داده شدند و کالوس

 های قارچ بررسی گردید. بولیتمتا
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های نهایی استخراج و شناسایی برخی فرآوردهیابی به اهداف این تحقیق که شامل دستبه منظور 

همچنین کشت بافت  M. cannonballusهای قارچ زایی مانند فیتوتوکسینهای دخیل در بیماریژن

ها در ، آزمایشدنباشمیهای مقاوم خربزه خربزه و بررسی تنوع سوماکلونال برای به دست آوردن پایه

های مترشحه از ، متابولیتCzapeck’sابتدا با رشد قارچ بر روی محیط کشت  بخش انجام گردید. دو

صورت گرفت.  YM-10قارچ تهیه شد و سپس خالص سازی مقدماتی با استفاده از فیلتر آمیکون 

کیلودالتون جداسازی شدند و برای  01کیلودالتون و بالای  01بنابراین مواد با وزن مولکولی زیر 

مواد با  جداسازی. ندشد آزمایشهای گیاه خربزه روی برگ ،بررسی خاصیت فیتوتوکسینی این مواد

شناسایی و  HVPEو مواد با وزن مولکولی پائین از روش  SDS-PAGEوزن مولکولی بالا از روش 

به  همچنینصورت گرفت.  (MS0) اسپکترومتری جرمیطریق باندهای پروتئینی به دست آمده از 

همراه  MSهای کشت های مقاوم خربزه، کشت بافت گیاهان خربزه در محیطیابی به پایهدستمنظور 

های قارچی انجام شد های متفاوت متابولیتو غلظت BA و D-2,4 یهاهای متفاوت هورمونبا غلظت

 که نتایج به دست آمده به طور مفصل در زیر شرح داده خواهند شد.

 کیلودالتون( در گیاه خربزه 01)بالای زایی سکروتوم اثبات بیماری  -4-0

اما نشان دادند ساعت  091بعد از علایم نکروزیس را های تزریق شده با سکروتوم قارچی برگ

 (.0-4)شکل قطر هیچ نوع علایمی بروز ندادندو آب م Czapeck’sهای تزریق شده با برگ

 تأثیر دما روی فعالیت بیولوژیکی سکروتوم قارچ  -4-9

، آب مقطر و سکروتوم قارچ که با گرما )در Czapeck’sهای تزریق شده با برگ ساعت 091بعد از 

گراد به مدت یک ساعت( تیمار شده بودند هیچ نوع علایمی بروز ندادند و این نشان درجه سانتی 011

داده است و زایی خود را در اثر تیمار با گرما از دست دهنده این بود که سکروتوم قارچ فعالیت بیماری

 (.9-4) احتمالاً طبیعت پروتئینی دارد

                                                 

0 - mass spectrometry 
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های برگ های حقیقی و کوتیلدونی گیاه خربزه. کیلودالتون روی برگ 01بالای  سکروتومبررسی تأثیر  :0-4شکل

های تزریق شده که برگهیچ نوع علایمی نشان ندادند در صورتی Czapeck’sتزریق شده با آب مقطر و محیط کشت 

 علایم نکروزیس و چروکیدگی برگ را بروز دادند.  کیلودالتون 01سکروتوم بالای با 

 

 

 

 

 

کیلودالتون به  01سکروتوم بالای تزریق ده شده. اکیلودالتون حرارت د 01بالای سکروتوم بررسی تأثیر : 9-4شکل

توسط حرارت  سکروتومنشان داد که ساعت تیمار شدند  0به مدت درجه  011در های کوتیلدونی خربزه که برگ

 .داده استو خاصیت فیتوتوکسینی خود را از دست  شدهغیرفعال 
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 های پروتئینی(جداسازی و شناسایی سکروتوم قارچ )متابولیت  -4-3

از الکتروفورز مواد با وزن مولکولی کیلودالتونی  72و  92، 92های مولکولی تقریباً با وزنسه باند  

قابل نشان داد که این مواد ماهیت پروتئینی دارند و و ( 3-4)شکلمشاهده شد  SDS-PAGEبالا در 

هایی هستند که ها پروتئینهدف در این تحقیق در خصوص القاء قارچ نبود بلکه اینتوجه است که، 

، باند با وزن یابیتوالیطبق نتایج  زایی قارچ نقش دارند. سپسشوند و در بیماریهمواره بیان می

 Phytophthoraموجود در  alpha-1,2-mannosidase ن مشابه باکیلودالتو 72مولکولی تقریبی

infestans (T30-4) اسپکترومتری  طبق نتایج به دست آمده ازهمچنین  .(4-4)شکل شناسایی گردید

و  (7-4)شکل کیلودالتونی بسیار به یکدیگر مشابه 92و  92باندهای با وزن مولکولی تقریبی جرمی

 Lecanicilliumموجود در  serine proteaseهای یک آنزیم هستند که با آنزیم احتمالاً ایزوزیم

psalliotae جالب توجه است اشاره گردد، آنزیم سرین پروتئاز در (2-4)شکل همولوژی دارند .

Fusarium eumartii  ( و 9119همکاران،  اولیویری وسیب زمینی ) پوسیدگیعاملPhytophthora 

infestans  ( نیز به عنوان توکسین شناسایی شده 9114 تیان و همکارن،بادزدگی گوجه فرنگی )عامل

 است. 

، 0-4مانوزیداز و سرین پروتئاز در جدول  -های ذکر شده برای دو آنزیم آلفابا استفاده از لیست توالی

-نرمتوسط  neighbor-joiningهمردیف سازی شدند و سپس از روش  clustalwها توسط ابتدا توالی

 (. الف و ب 2 -4رسم گردید )شکل bootstrap 0111دندروگرام فیلوژنی با  mega5افزار 

 زایی مواد با وزن مولکولی پائین در گیاه خربزهاثبات بیماری  -4-4

 ساعت نشان 091بعد از های تزریق شده با مواد با وزن مولکولی پائین علایم نکروزیس را برگ

 (.8-4ندادند )شکل بروزو آب مقطر هیچ نوع علایمی  Czapeck’sهای تزریق شده با برگاما  دادند
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های مولکولی تقریبی سه باند اصلی با وزن کیلودالتون. 01سکروتوم با وزن مولکولی بالاتر از  SDS-PAGE: 3-4شکل

 مشاهده گردید.کیلودالتون  72و  92، 92
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، باند یابیتوالیطبق نتایج . M.cannonballus شناسایی شده در قارچ alpha-1,2-mannosidase: توالی آنزیم 4-4شکل

 Phytophthora infestans (T30-4)کیلودالتون مشابه با مانوزیداز نوع آلفا موجود در  72با وزن مولکولی تقریبی

 .شناسایی گردید

 

 

 

 

 

 

 

  1 MLPSYSPKGR KRSQQLPLWK RVALIGLICI LLLFLWVQYT ILTTNLGGVP 
 51 AHVGELQGAT NQVAQRPEDN HNEQAHLRGD EHQQQPSEIN AVNHATGGGG 

101 AGAGHDVVDE MLADEVVADV EDPDKTVTAV PSEQQESRRL AVRKAMKFAW 

151 GNYEEHAFGG DEVDPKNGWK RSNVWGDIAC SMVDGIDTLW IMDLKDEFQR 

201 ARDYVANQLD FSHLGRDGNK LSVFETIIRE VGGLLSAFDL SGDTIFKEKA 

251 RELMDILTPA FDKEEGVFYT LFNPYTKEKS FAGWAGFRAH IADIGTLQLE 

301 TRYLSDITGD PKYAEMGDAF YQILKREGSY KKTGFVITLG ALGDSFYEYL 

351 LKVYIYSGKR EEDEYLRELY DDAVRGMEEH LLYFSIPDDL YFLQEMKVPS 

401 FSAVQRMDHL LCFVPGLLAL GTLSETEDHA KNAKHLELAE KLMETCYQLY 

451 HRQPTGLSPD IVSFPKMQVI DPKYRLRPET IESLFYMYRV TKNPKYREYG 

501 WEIFQALETH AKVKHGYAAI LDVTQLPAQT ENKMESFFLA ETLKYHYLLQ 

551 APETLIPLDK YVFNTEAHPL RIRRRN 
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کیلودالتون،  92باند  Mass spectrometryکیلودالتون. الف:  92و  92باندهای  Mass spectrometryنتایج : 7-4شکل

 92و  92. به علت شباهت بسیار باندهای  MS/MS spectrum، ج: کیلودالتون 92 اندب Mass spectrometryب: 

موجود  های یک آنزیم هستند که با آنزیم سرین پروتئازاحتمالاً ایزوزیم ،Mass spectrometry کیلودالتون طبق نتایج

 درصد همولوژی دارند. 22حدوداً  Lecanicillium psalliotaeدر 
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از باندهای  یابیتوالی. طبق نتایج M. cannonballus شناسایی شده در قارچ serine protease توالی آنزیم :2-4شکل

 کیلودالتون. 92و  92

 

 مانوزیداز و سرین پروتئاز-دو آنزیم آلفا protein blastز ه دست آمده اب های مشابهآنزیم: 0-4جدول

 گونه شماره دسترسی در بانک ژن پروتئین

alpha-1,2-mannosidase 002901095 Phytophthora infestans T30-4 

alpha-1,2-mannosidase 002904403 Phytophthora infestans T30-4 

alpha-mannosidase CCD28123 Plasmopara viticola 

alpha-1,2-mannosidase AEL98979 Silene latifolia 

alkaline serine protease AAW65381 Lecanicillium psalliotae 

alkaline serine protease Q68GV9 Lecanicillium psalliotae 

alkaline phosphatase 2011184A Fusarium sp. (strain S-19-5) 

alkaline proteinase JC2142 Fusarium sp. (strain S-19-5) 

serine proteinase ACZ28128 Beauveria bassiana 

 

 

  1 mrlsiiaavl plalaapvae peiapliear gaqpiagkyi vklkdeakfg imnakskipg 

 61 iervyenvln gfsatlsnee lerlrrdpdv esieqdaifs inaitqqqga twgltrishr 

121 argstayayd tsagagacvy vidtgvedth pdfegrakqi ksyastardg hghgthcagt 

181 igsktwgvak kvsifgvkvl ddsgsgslsn ivagmdfvas drqsrncprg tvasmslggg 

241 ysaalnqaaa rlqssgvfva vaagndnrda antspasept vctvgatdsn dvrstfsnyg 

301 rvvdifapgt sitstwiggr tntisgtsma tphiaglaay lfgleggsag amcgriqtls 

361 tknvltsips gtvnylafng at 
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 جداسازی شده از alpha-1,2-mannosidase شود که آنزیم. در دندروگرام فیلوژنی رسم شده مشاهده میserine protease و alpha-1,2-mannosidaseدندروگرام فیلوژنی دو آنزیم  :2-4شکل

 serineجداسازی شده از این قارچ مشابه آنزیم  serine proteaseو آنزیم  )الفPhytophthora infestans (T30-4 ))موجود در  alpha-1,2-mannosidaseه آنزیم  بشبیه  M. cannonballus قارچ

protease  موجود درLecanicillium psalliotae ب( باشندمی(. 
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-برگ های حقیقی و کوتیلدونی گیاه خربزه.کیلودالتون روی برگ 01مولکولی زیر  بررسی تأثیر مواد با وزن: 8-4شکل

های تزریق که برگهیچ نوع علایمی نشان ندادند در صورتی Czapeck’sهای تزریق شده با آب مقطر و محیط کشت 

 شده با مواد با وزن مولکولی پائین علایم نکروزیس را بروز دادند. 

 

 بیولوژیکی مواد با وزن مولکولی پائین تأثیر دما روی فعالیت  -4-7

 011، آب مقطر و مواد با وزن مولکولی پائین که با گرما )در Czapeck’sهای تزریق شده با برگ

هیچ نوع علایمی بروز ساعت  091بعد از گراد به مدت یک ساعت( تیمار شده بودند درجه سانتی
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زایی خود را در اثر ولکولی پائین فعالیت بیماریندادند و این نشان دهنده این بود که مواد با وزن م

 (.2-4)شکل داده و احتمالاً ترکیبات متابولیتی هستندتیمار با گرما از دست ن

 (LMWCsجداسازی مواد با وزن مولکولی پائین )  -4-2

در محیط کشت  M. cannonballusمواد با وزن مولکولی پائین به دست آمده از کشت قارچ 

Czapeck’s  ماده هیدرین واکنش مثبت نشان دادند که، تنها در یک نقطه با نینتوگراموالکتروفروی-

برای به ( و 01-4)شکل بودای با وزن مولکولی پایین تقریباً برابر با جرم مولکولی اسید آسپارتیک 

بار تحت  71حدود  HVPEخالص شده به منظور شناسایی آن، آزمایش  ادهدست آوردن مقدار کافی م

. سپس کاغذ شامل چندین نقطه مواد با وزن (42صفحه ) یکسان ذکر شده صورت گرفت شرایط

و نوار کناری بریده آمیزی نشده به یک نوار بر اساس موقعیت نقطه ظاهر شده در دمولکولی پائین رنگ

 g× 2111دقیقه در دور  7)ماده با وزن مولکولی پائین( با استفاده از متانول به مدت  شد. متابولیت

شد و برای اطمینان از صحت آن دوباره با مقداری  0سانتریفیوژ از کاغذها استخراج و سپس لیوفیلیزه

به علت کوچک بودن  .مشاهده شدو وجود ماده  صورت گرفت HVPE آزمایش از ماده خالص شده

کنش رنگی رود به علت واگمان میآن امکان پذیر نبود. یابی و شناسایی بیش از اندازه این ماده توالی

های بیولوژیکی از قبیل آب (، فعالیتmR = 0هیدرین، میزان حرکت نسبی آن در کاغذ )آن با نین

باشد  9هااحتمالاً این ماده از ماراسمین ،های دیگرق آزمایشات قبلی بر روی قارچبسوختگی ط

(. 9112، سرپله و همکاران، 0220، فریز و همکاران، 0222، بچ و همکاران، 0222)اسمدگارت، 

 روی دامنه و( هستند toxin A, toxin B, toxin Cها گروهی از ترکیبات فیتوتوکسینی )ماراسمین

ها از طریق کنند و ماراسمین، کلروزیس و نکروزیس میآب سوختگیوسیعی از گیاهان متفاوت ایجاد 

NMR  وLC-MS (.9112اند )استرنج، شناسایی شده 

 

                                                 
1 - lyophilized 
2 - marasmines 
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 01زیر تزریق مواد با وزن مولکولی  .ده شدهاکیلودالتون حرارت د 01بررسی تأثیر مواد با وزن مولکولی زیر : 2-4شکل

این نشان داد که ساعت تیمار شدند  0به مدت درجه  011در  که های کوتیلدونی و حقیقی خربزهبه برگ کیلودالتون

 .انددادهو خاصیت فیتوتوکسینی خود را از دست ن شدهتوسط حرارت غیرفعال ن مواد
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هیدرین که در مقایسه با یک نقطه واکنش داده با نین کیلودالتون. 01مواد با وزن مولکولی زیر  HVPE: 01-4شکل

 .مشاهده گردید اسید اسپارتیک جرم مولکولی مشابه با آن را دارد
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 اثبات اختصاصی و غیراختصاصی بودن مواد فیتوتوکسینی جداسازی شده  -4-2

روی )حاصل از خالص سازی مقدماتی(  مواد با وزن مولکولی پایینساعت  091پس از گذشت 

)حاصل  مواد با وزن مولکولی بالاو  الف( 00-4های گیاهان خربزه، کدو، طالبی، گندم و جو )شکلبرگ

-4)شکل تنها روی گیاهان خانواده کدوئیان ایجاد علائم نکروزیس نمودنداز خالص سازی مقدماتی( 

روی گندم و  زاییولکولی پایین به علت بیمارینشان داد که شاید مواد با وزن مو این آزمایش  ب( 00

میزبان و مواد با وزن  غیراختصاصی هایجو علاوه بر گیاهان خانواده کدوئیان بتوانند جز فیتوتوکسین

های زایی تنها بر روی گیاهان خانواده کدوئیان جز فیتوتوکسینمولکولی بالا به علت خاصیت بیماری

 اختصاصی میزبان به حساب آیند.

 نتیجه کشت بافت گیاهان به منظور آنالیز تنوع سوماکلونال  -4-8

ربزه از طریق کشت بافت های مقاوم خیابی به پایهبه منظور دست شده انجامطبق آزمایشات 

و  BA و D-2,4های های متفاوت هورمونهمراه با غلظت MSهای کشت گیاهان خربزه در محیط

هفته مشخص شد که در محیط کشت با  2پس از حدود  های قارچی،های متفاوت متابولیتغلظت

BA (mg/l)0/1 ،2,4-D (mg/l )7  و در همین زایی بیشتر است درصد مقدار کالوس 2/1و عصاره قارچ

و  7/0، 0، 2/1، 8/1زایی کم و با عصاره درصد مقدار کالوس2/1و 7/1قارچ  نوع محیط کشت با عصاره

 BAتوان در محیط کشت میپس با وجود این مشاهدات  ، کالوسی به وجود نیامد.قارچ ددرص 9

(mg/l)0/1 ،2,4-D (mg/l )7  به قارچ  تحملدرصد به گیاهان م 2/1و عصاره قارچM. cannonballus 

 .(09-4)شکل دست یافت
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 01زیر  های قارچی با وزن مولکولیبررسی اختصاصیت و غیراختصاصی بودن میزبانی تأثیر عصاره :00-4شکل

 LMWCsهای گندم، جو، خربزه، طالبی و کدو با تزریق علایم نکروزه روی برگکیلودالتون.  01بالای  کیلودالتون و

با وزن مولکولی  موادبا تزریق علایم نکروزه  مشاهده گردید )الف( اما ساعت 091بعد از حاصل از خالص سازی مقدماتی 

 .)ب( مشاهده گردید ساعت 091خربزه، طالبی و کدو بعد از های برگروی بالا حاصل از خالص سازی مقدماتی تنها 
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های متفاوت عصاره قارچی بر مقدار و غلظت D-2,4و  BAهای هورمونهای متفاوت بررسی تأثیر غلظت: 09-4شکل

و عصاره قارچ  BA (mg/l)0/1 ،2,4-D (mg/l )7هفته مشخص شد که در محیط کشت با  2پس از حدود زایی. کالوس

درصد مقدار 2/1و 7/1و در همین نوع محیط کشت با عصاره قارچ  (C) زایی بیشتر استدرصد مقدار کالوس 2/1

 .(Hو  D ،E ،F ،G) درصد قارچ کالوسی به وجود نیامد 9و  7/0، 0، 2/1، 8/1و با عصاره  (Bو  A) زایی کمکالوس

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

:7 فصل
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ها و دیگر ها، اوومایستهای هرز، قارچنماتدها، حشرات، علف از قبیلآور گیاهان های زیانیوکاریوت

-محصولات کشاورزی و باغبانی می منجر به کاهش فاحش درها به علت حمله به گیاهان بیمارگر

آور وجود دارد که استراتژی اول زیان موجوداتشوند و در حال حاضر سه استراتژی برای کنترل این 

است، به این صورت که رشد گیاهان میزبان و غیرمیزبان به صورت متناوب در  0تناوب محصولات

 ها باعث کاهش جمعیتها و ایجاد تداخل در چرخه زندگی بیمارگریک مکان از طریق حذف میزبان

نیز تا  M. cannonballus. در خصوص قارچ (9112و هانگ و همکاران،  0229ت، آنها شود )اسچول

و جا دارد این روش برای کنترل این قارچ در وجود ندارد از تناوب برای کنترل آن گزارشی کنون 

است و اگرچه دسترسی به  روش مؤثر دیگری 9آینده مورد بررسی قرار گیرد. کنترل شیمیایی

آسان است اما به دلیل اثرات مضرشان برای  هاکشها و قارچکشها، حشرهکشها، علفدکشنمات

 .(0228)گتسینگر،  رو به کاهش گذاشته استامروزه  این موادمصرف میل به و اکوسیستم  آدمی

های مهندسی ژنتیک روشبا استفاده از تنوع موجود و یا به کمک ها ایجاد گیاهان مقاوم به بیمارگر

بر اما مشکل زمان شده استها برای انتقال آنها به گیاهان استفاده ه وسیله دستکاری کردن ژنب

های مقاوم طبیعی است )جان های و بودن روش مرسوم تولید گیاهان مقاوم و همچنین کمبود ژن

 Bacillusاز باکتری  δ-endotoxin( انتقال ژن 0222(. مجد و همکارانش )9101همکاران، 

thuringiensis را انجام دادند و باعث تولید گیاهان مقاوم در برابر توکسین  ریختهو تولید گیاهان ترا

در سرتاسر جهان از طریق تولید  Sclerotinia sclerotiorumباکتری شدند. بیمارگر قارچی 

دان، محصول مانند آفتابگر 411زایی بر روی بیشتر از فیتوتوکسین اگزالیک اسید باعث بیماری

( اما محصولاتی مانند گندم و جو به علت دارا بودن 9113شود )هو و همکاران، کانولا و سویا می

شود نسبت میفوق ( که باعث تجزیه و غیرسمی کردن فیتوتوکسین OXOآنزیم اگزالات اکسیداز )

فتابگردان ( به آgf-2.8از گندم ) OXOدهند. در نتیجه با انتقال ژن به این قارچ مقاومت نشان می

ایجاد شده نسبت  تراریخته( گیاهان 9110( و سویا )دونالدسون و همکاران، 9113)هو و همکاران، 

این بررسی نشان  به قارچ مقاومت نشان دادند و علایم بیماری از جمله پوسیدگی کمتر بروز کردند.

 (وزیداز و سرین پروتئازمان -آلفامانند )قادر به تولید مواد فیتوتوکسینی  M. cannonballusداد که 

 -آلفاها )پروتئینهای این ژنو با شناسایی  هستندزایی دخیل بیماریپروسه در احتمالاً باشد که می

                                                 

1 - crop rotation 

2 - chemical control 
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مقاوم و یا  تراریختهگیاهان توان میبه گیاه خربزه، در آینده و انتقال آنها ( سرین پروتئازمانوزیداز و 

  با حساسیت کمتر به این قارچ ایجاد نمود.  

در دانستن نقش آنها در  زاییمؤثر در بیماریی هاهای بیوشیمیایی آنزیمف ویژگیشناسایی و کش    

بیمارگر و ایجاد بیماری بسیار مهم است. دفاع گیاه علیه بیمارگرها فرآیندی  -واکنش بین میزبان

یان بیش از حد سازی یا سرکوبی مسیرهای سیگنالیگ متفاوتی است که منجر به بشامل فعال پیچیده

های تولید شده بعد از های اصلی پروتئینشوند. یکی از گروههای دفاعی میهای هدف با ویژگیژن

بسیاری از (. 9100، کاریلو و همکارانباشد )های پروتئازها میحمله بیمارگرها مربوط به بازدارنده

کنند که همراه با دیگر تولید می های بیمارگر گیاهی پروتئازهای خارج سلولی فعال رامیکروارگانیسم

زایی مانند تجزیه های مهمی در بیماریگالاکتورونازها، پکتولیازها و زایلانازها نقشها مانند پلیآنزیم

های ها به داخل گیاه و همچنین غیرفعال سازی پروتئینکوتیکول دیواره سلولی و نفوذ میکروارگانیسم

در کنند. ( ایفا میβ-1,3-glucanaseهای کیتیناز و ها مانند آنزیمپروتئین PRزایی )مرتبط با بیماری

زا های بیماریهای اخیر بسیاری از پروتئازهای خارج سلولی تولید شده به وسیله میکروارگانیسمسال

های پروتئولیتیکی در پایگاه اطلاعاتی بندی و نامگذاری این آنزیماند و دستهشده جداسازی و شناسایی

MEROPS (9119، رااولینگز و همکاران) های اسید آمینه و توالیهای ساختاری بر اساس شباهت

نمایش داده شده است  ABPP0های آنها از طریق ها صورت گرفته و فعالیتمکانیسم کاتالیکی آنزیم

هایی هستند که سرعت هیدرولیز باندهای پپتیدی را (. پروتئازها آنزیم9109)کاسچانی و همکاران، 

دهند و بر اساس نوع گروه کاتالیکی آنها به سرین پروتئازها، سیستئین پروتئازها، آسپارتات افزایش می

ای شوند. به عنوان مثال، باکتری عامل کلروزیس نقطهبندی میپروتئازها و متالوپروتئازها طبقه

قارچ (، 9112، انفداتو و همکار -ماریاسرین و متالو پروتئازها ) (Xylella fastidiosa) مرکبات

Magnaporthe grisea  ،باکتری عامل پژمردگی و ( و 9112سرین پروتئازها )دونوفریو و همکاران

سرین پروتئازها  Clavibacter michiganensis subsp. Michiganismsis-tomatoشانکر گوجه فرنگی

                                                 

1  - activity-based protein profiling 
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نقش مهمی در کنند و ( را ترشح می9109ساویدور و همکاران، و  9118استورك و همکاران، )

 زایی دارند.بیماری

. باشدمیسرین پروتئاز  M. cannonballusهای ترشحی از قارچ یابی یکی از آنزیمبر طبق نتایج توالی

هایی مانند دهند و شامل آنزیمهای پروتئازها را تشکیل میسرین پروتئازها یکی از بزرگترین خانواده

trypsin ،chymotrypsin ،elastase ،subtilisin ،protease A,B باشند. جایگاه فعال سرین و غیره می

پروتئازها شامل سه اسید آمینه سرین، هیستیدین و آسپارتات است و به علت واکنش سرین با 

سوبسترا در جایگاه فعال، سرین پروتئاز نامیده شده است. مکانیسم عمل سرین پروتئازها به این 

دهد و باعث آسپارتات با هیستیدین، باندهای هیدروژنی تشکیل میصورت است که، گروه کربوکسیل 

شود و در نتیجه یک جفت الکترون موجود روی نیتروژن هیستیدین، الکترونگاتیو شدن هیستیدین می

کند و به باند پپتیدی موجود در هیدروژن گروه هیدروکسیل سرین را جذب و سرین بار منفی پیدا می

(. 9119شود )هداستروم، ه کرده و باعث تجزیه شدن پیوند پپتیدی میسوبسترا )پروتئین( حمل

کنند را کد می subtilisinها، سرین پروتئاز ای و دیگر میکروارگانیسمهای مهم رشتهبسیاری از قارچ

ها به های علفی و در پارازیته کردن حشرات، نماتدها، گیاهان و قارچزیستی آنها با درختچهکه در هم

 .Pشامل Pythium(. به عنوان مثال سه گونه از 9100، ماسزوسکا و همکارانکند )مک میآنها ک

insidiosum ،P. graminicola  وP. grandisporangium  سرین پروتئازsubtilisin کنند را ترشح می

(. این آنزیم با فعالیت پپتیدازی خود یکی از اجزای مهم مواد مترشحه 9112)دیویس و همکاران، 

مشابه آنزیم سرین  M. cannonballusشوند. سرین پروتئاز شناسایی شده از قارچ رچی محسوب میقا

احتمال  توانمی باشد و به این ترتیبمی Lecanicillium psallitaeقارچ نماتدخوار  subtilisinپروتئاز 

سلولی و نفوذ سبب تجزیه شدن کوتیکول دیواره  M. cannonballusداد که وجود این آنزیم در قارچ 

 Phytophthora infestansطبق منابع موجود سرین پروتئاز ترشح شده از  .شودقارچ به داخل گیاه می

های بازدارندهعامل بادزدگی گوجه فرنگی نیز به عنوان توکسین شناسایی شده است، به طوری که 

باعث بازدارندگی فعالیت پروتئاز  P. infestansتولید شده از اوومایست  EPI10 و EPI1سرین پروتئاز 
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های آپوپلاستی گوجه پروتئین PRکه جزء  P69B subtilisinدفاعی تولیدی گیاه )سرین پروتئاز 

های دفاعی گیاه گوجه فرنگی و شود( شده و از این طریق باعث سرکوبی پاسخفرنگی محسوب می

 (.9117شود )تیان، بیماری بادزدگی آن می

-α-1,2در این تحقیق آنزیم  M. cannonballusهای شناسایی شده از قارچ از دیگر آنزیم

mannosidase های آنزیم. بودmannosidase  به دو صورتα-1,2-mannosidase  موجود در شبکه(

، )موجود در گلژی β-mannosidase( و GH47گلیکوزید هیدرولازها ) 42و جزء خانواده  آندوپلاسمی

ها وجود دارند. شبکه آندوپلاسمی مکانی است که تغییرات نهایی روی پروتئین( GH2های جز آنزیم

های اختصاصی عملکردشان وارد مسیر برای وارد شدن به جایگاهرا ها پروتئینسرانجام شود و انجام می

را برای تجزیه به سمت سیتوسل میفرستد. گلیکوزیلاسیون  0ناقص هایکند و یا پروتئینترشحی می

گیرد و سپس ها صورت میها یکی از تغییرات پس از ترجمه است که روی پروتئینپروتئین

گیرند و قرار می α-1,2-mannosidaseدرون شبکه آندوپلاسمی تحت تأثیر آنزیم  گلیکوپروتئین

شود. به این ترتیب نقش می 2GluNAc-5Man-3Glcتبدیل به  2cGluNA-9Man-3Glcزنجیره قندی 

α-1,2-mannosidase  تجزیه پیوندهای موجود در شبکه آندوپلاسمیα-1,2 باشد. مانوز میβ-

mannosidase د نهایی هستند که تنها باعث تجزیه یک پیوها آنزیمα-1,2 زنجیره شوند و مانوز می

  کنند.می 2GluNAc-8Man-3Glcرا تبدیل به  2GluNAc-9Man-3Glcقندی 

های ترشحی از بیمارگرها  α-1,2-mannosidaseزایی تا کنون گزارشی از چگونگی مکانیسم بیماری

قارچ  ترشحی α-1,2-mannosidaseهای باشد. به طوری که یکی از آنزیمدر دسترس نمی

Magnaporthe oryzae به نام  عامل بلاستMGG-00994.6  مشخص مورد بررسی قرار گرفت و

باشد مانوز می α-1,2پپتید بالغ آن یک گلیکوپروتئین است که قادر به تجزیه پیوندهای که پلی گردید

 (.9112زو و همکاران، زایی مشاهده نشد )اما با حذف این ژن تغییری روی بیماری

                                                 

1  - misfolded  
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 لازم به ذکر است که موجودات تولید کننده توکسین خودشان از اثرات سمی ترکیبات توکسینی که

-های تولید شده توسط گونهتوکسین Trichothecenesکنند در امان هستند به طور مثال تولید می

های یوکاریوتی مانند جلوگیری از سنتز های فوزاریوم هستند که اثرات بازدارندگی روی سلول

بازدارندگی فعالیت میتوکندری، تقسیم سلولی و تخریب غشاها  همچنین RNAو  DNAپروتئین، 

ها بر روی خود کند و مانع از تأثیر توکسینپمپی را کد می TriL2(. ژن 9117دارند )روچا و همکاران، 

در  TriL2های مشابه به ژن ( و ژنی با ویژگی0222شود )الکساندر و همکاران، قارچ فوزاریوم می

Helminthosporium carbonum  که تولید کننده توکسینHC  است به نامTOXA  یافت شده است

 .Mهایی در قارچ هایی در آینده ژن و یا ژنتوان طی بررسی(. بنابر این می0222)پیتکین و همکاران، 

cannonballus شوند و های تولید شده میکشف کرد که باعث محافظت قارچ از اثرات سمی توکسین

مقاوم به این قارچ تولید نمود و یا از طریق  تراریختهها به گیاه خربزه گیاهان ن و یا ژنبا انتقال این ژ

با استفاده از  ی کهبه طور مهندسی ژنتیک کاری نمود که این محافظت شخصی در قارچ از بین برود

RNA silencing شد.های محافظت کننده از قارچ در برابر توکسین یا ژن باعث خاموشی ژن توانمی 

تدریجی در طبیعت به علت تکامل مانند از بین رفتن  تراریختهمتأسفانه به دلیل ناپایداری گیاهان 

و ماو و  9112در مقابل حشرات مقاوم )بااوم و همکاران،  Btبا توکسین  تراریختهمقاومت گیاهان 

اد گیاهان (، روش کنترل با مهندسی ژنتیک گیاهان نیاز به توسعه بیشتر و ایج9112همکاران، 

به عنوان  RNA silencingیا  RNA interference (RNAi)پایدارتر دارد. در این خصوص تکنولوژی 

زا و گیاهان مقاوم به بیمارگر به کار های غیربیمارییک ابزار ژنتیکی جایگزین برای توسعه بیمارگر

( و این فرآیند توسط 9112باشد )وچرت، ها مییک مکانیسم تنظیم بیان ژن RNAiگرفته شده است. 

شود که انجام می siRNAگر کوچک مداخله RNAهای به نام مولکول RNAای های دو رشتهمولکول

گردد و جهت ها )قبل از ترجمه( و مانع سنتز پروتئین می mRNAباعث خاموشی ژن از طریق تجزیه 
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های ژن همچنینها و ...( و یروسها، وهای با منشاء خارجی )قارچحفاظت ژنوم در مقابل تهدیدات ژن

 (. 9100رود )راجکیشور و همکاران، ها( به کار میبا منشاء داخلی )نظیر ترانسپوزون

. برای ایجاد این در گیاه میزبان گیاهان مقاوم به بیمارگر تولید نمود RNAiتوان با القاء مکانیسم می

توان با استفاده از می زای ورودی از بیمارگر()ژن بیماری مکانیسم در گیاه و خاموش کردن ژن مدنظر

 )لو و همکاران، ادانتقال ویروس و یا پلاسمیدی که حاوی ژن هدف هستند به گیاه این کار را انجام د

های گیاه با یک وکتور شامل ها و یا کالوستوان از طریق تغییر ژنتیکی جنینمی همچنین(. 9113

با قطعه ژن مورد نظر از بیمارگر که منجر به تولید  sense-linker-antisenseساختار سنجاق سری 

dsRNA نیز ایجاد مکانیسم خاموشی ژن در میزبان کرد و هنگامی  ،شونداز توالی خاص بیمارگر می

زا )ژن هدف( القاء شده با ژن بیماری RNAiکند با استفاده از سیستم که بیمارگر به میزبان حمله می

سنتز کننده  CTB2(. به عنوان مثال ژن 9112کوب شدن آن شود )کاترین، مبازره کند و باعث سر

در قارچ  cercosporinباشد که درگیر در سنتز توکسین می O-methyl transferaseآنزیم 

Cercospora beticola ( از این قارچ جدا گردید و در پلاسمید کلون و 9100است و توسط کورنلیا )

القاء  RNAi( انتقال داده شد تا چغندرقند بتواند توسط مکانیسم Beta vulgarisبه گیاه چغندرقند )

 مقاومت نشان دهد.  C. beticola تولیدی از قارچ cercosporinشده در برابر توکسین 

در گیاه خربزه به وسیله انتقال  RNAiتوان با القاء مکانیسم نیز می M. cannonballusدر مورد قارچ 

های شناسایی شده سرین پروتئاز و مانوزیداز به داخل گیاه، گیاهان مقاوم تولید کرد به طوری که ژن

-ها و بالطبع کاهش بیماریمکانیسم فعال و باعث خاموشی این ژن تراریختههنگام حمله قارچ به گیاه 

 زایی گردد.

سمی بودن بعضی  گردید،با مثال به آن اشاره  هدر فصل دوم نیز همرانکته جالب دیگر که 

باس و ا)باشد ها به منظور کنترل آنها میو در نتیجه استفاده از توکسین های هرزها برای علفتوکسین

 Colletotrichumهای تولید شده توسط از فیتوتوکسین. به طور مثال در آزمایشی (0220همکاران، 
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dematium FGCC# 20   برای کنترل علف هرزParthenium hysterophorus L.  استفاده شد به

تهیه  M. cannonballusهای قارچ های این قارچ همانند روش تهیه متابولیتطوری که ابتدا متابولیت

 .Parthenium hysterophorus Lها و بذور گیاه های جدا شده، گیاهچهشدند و سپس روی برگ

باعث ایجاد علائم  C. dematium FGCC# 20های آزمایش شدند و نشان داده شد که فیتوتوکسین

شوند و به این زنی کم بذور علف هرز مذکور میها و جوانهها، رشد کم گیاهچهآنتراکنوز روی برگ

علف هرز این تواند در کنترل می C. dematium FGCC# 20های قارچ ترتیب استفاده از فیتوتوکسین

 .M های قارچبه این نکته با بررسی توکسینبا توجه . (9101)سینگ و همکاران،  مؤثر واقع شود

cannonballus های هرز از آنها های هرز مختلف شاید بتوان در کنترل بعضی از علفروی علف بر

 استفاده کرد.   

ها به عنوان عوامل توان از دیگر ارگانیسممیبا توجه به توضیحات داده شده در فصل دوم، 

با شناسایی و انتقال  همچنیناستفاده کرد و تولید کننده توکسین  هایدر کنترل ارگانیسمبیوکنترلی 

به گیاه شود( مسئول تخریب توکسین در ارگانیسم )که به عنوان عامل بیوکنترلی محسوب میهای ژن

 Aspergillusبه طور مثال آفلاتوکسین توکسینی است که توسط میزبان گیاهان مقاوم تولید کرد. 

flavus توان به طور کامل مانع از سنتز آن شد و باید از یک روش کنترل نمی شود وتولید می

 .سلامتی محصولات را تضمین کرد ،بیولوژیکی توسعه یافته استفاده کرد تا با کاهش محتوی توکسین

با قارچ آسپرژیلوس به علت تولید  Bacillus subtilisکه از همزیستی باکتری  شددر آزمایشی اثبات 

یابد کاهش میتولیدی توسط آسپرژیلوس مقدار آفلاتوکسین  B. subtilisاسید لاکتیک از باکتری 

توان این راهکار را نیز می M. cannonballusبه منظور کنترل قارچ (. 9112)رویکیان و همکاران، 

ها در ارگانیسم عامل بیوکنترلی ریب توکسینهای تخبا شناسایی و انتقال ژنهمچنین و  پیشنهاد کرد

M. cannonballus مقاوم تولید نمود. تراریختهگیاهان  ،به داخل گیاهان خربزه 
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زایی و ارتباط بین مقاومت و حساسیت ها در بیماریطبق نتایج مشاهده شده از نقش فیتوتوکسین

ها به عنوان توان از فیتوتوکسینمیزبان به بیمارگر گیاهی خاص و فیتوتوکسین تولیدی از آن، می

آمیز در تولید گیاهان مقاوم گری آزمایشگاهی موفقیتعوامل انتخابی در ایجاد یک سیستم غربال

-نشان داد که لاین oilseed rape(. به عنوان مثال آزمایشات بر روی 0223استفاده کرد )کارلسون، 

 Leptosphaeria maculansتولید شده توسط قارچ  sirodespin PLهای متحمل به توکسین 

ها و (. تاکنون کاربرد فیتوتوکسین0220تر به بیماری هستند )بویاتی و اینگرم، تر و مقاوممتحمل

های حاوی فیتوتوکسین از بیمارگرهای گیاهی در ترکیب با تکنیک کشت بافت به طور محیط کشت

مقاوم از محصولات موز، گندم، تنباکو و انگور نتیجه بخش هایی آمیز در به دست آوردن لاینموفقیت

 .Mهای قارچ روی فیتوتوکسیندر این تحقیق بررسی انجام شده  و (9117، اسلاووبوده است )

cannonballus های هیپوکوتیکول و کشت بافت گیاهان خربزه تا این مرحله اثبات کرد که ریزنمونه

و در  کنندهای متحمل به فیتوتوکسین میقارچ ایجاد کالوسدرصد فیتوتوکسین  2/1تنها با غلظت 

توان گیاهان مقاوم و یا گیاهان با های متحمل میآینده با باززا کردن گیاهان حاصل از این کالوس

 حساسیت کمتر نسبت به این قارچ ایجاد کرد.
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 و اجزاء آن FCMمحیط کشت  -0ضمیمه

 

 FCM : محیط کشت0 جدول

 ماده شیمیایی مولار()میلی مقدار

 فسفات دی هیدروژن پتاسیم    2

9 )O2, 7 H4MgSOسولفات منیزیم ) 

 کلرید سریم 0

 کلرید کلسیم 0

4/1 )O2, 4 H4MnSOسولفات منگنز ) 

 اسید بوریک 02/1

114/1  (O2, 5 H4CuSOسولفات مس ) 

             113/1 (O2, 7 H4ZnSOسولفات روی ) 

1120/1 (O2, 7 H4FeSOسولفات آهن ) 

 آمونیوم نیترات 1109/1

192/1 6O4H4C2)4(NH دی آمونیوم تارتریت 

 گلوکز 02/1
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 و اجزاء آن Czapeck’sمحیط کشت   -9ضمیمه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Czapeck’s  : محیط کشت9 جدول

 ماده شیمیایی (Gms/Litreمقدار )

 ساکارز 31111

 نیترات سدیم 3111

 پتاسیمفسفات دی  0111

 سولفات مگنزیم  7/1

 کلرید پتاسیم 7/1

 سولفات آهن  10/1
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 چگونگی غلظت سنجی پروتئین به روش برادفورد  -3ضمیمه 

سنجش میزان پروتئین به روش برادفورد: سنجش برادفورد روشی سریع، قابل اطمینان و متکی به 

 (.0222باشد )برادفورد، رنگ برای تعیین میزان کمی پروتئین در یک محلول می

 تهیه معرف برادفورد. 0

 درصد 22لیتر اتانول میلی G-250  +97گرم کوماسی بلو  17/1

 ساعت 9به مدت  stirrerقرار دادن روی 

 درصد 87لیتر ارتوفسفریک اسید میلی 71اضافه کردن 

 به مدت یک شب stirrerقرار دادن روی 

 رسانیملیتر میمیلی 711با آب مقطر به حجم 

 اغذ صافی و قرار دادن در یخچالصاف کردن توسط ک

 

 های استاندارد و رسم منحنی استاندارد. تهیه محلول9

 رسانیم. استوك لیتر می( را با آب مقطر به حجم یک میلیBSAسرم آلبومین گاوی ) گرممیلی یک

 کنیم:رقت متفاوت تهیه می 4آید. از این استوك درصد آلبومین به دست می  0/1

- 7/1 ml  از استوكµg/ml 0111  +9 آب مقطر          استوك  لیترمیلیµg/ml 911 

- 0 ml  از استوكµg/ml 0111  +7/0 آب مقطر          استوك  لیترمیلیµg/ml 411 

- 7/0 ml  از استوكµg/ml 0111  +0 آب مقطر          استوك  لیترمیلیµg/ml 211  

- 0 ml  از استوكµg/ml 0111  +97/1 آب مقطر        استوك  لیترمیلیµg/ml 811 
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 کنیم:محلول استاندارد به صورت زیر تهیه می 7برای تهیه منحنی استاندارد 

 معرف برادفورد µg/ml 911  +7 µlاز رقت  µl 011 -0استاندارد 

 معرف برادفورد µg/ml 411  +7 µlاز رقت  µl 011 -9استاندارد 

 معرف برادفورد µg/ml 211  +7 µlاز رقت  µl 011 -3استاندارد 

 معرف برادفورد µg/ml 811  +7 µlاز رقت  µl 011 -4استاندارد 

 معرف برادفورد µg/ml 0111  +7 µlاز رقت  µl 011 -7استاندارد 

دقیقه در دمای آزمایشگاه باقی  91تا  07به مدت  که شدنمونه تهیه  3برای دقت کار از هر استاندارد 

 91تا  07که باید  شدمعرف برادفورد تهیه  µl 7آب مقطر و  µl 011ماند. یک نمونه شاهد هم شامل 

 Pharmaciaماند. سپس با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر )میدقیقه در دمای آزمایشگاه باقی 

LKB.Ultrospecتگاه توسط نمونه شاهد، جذب استانداردها را در طول موج ( بعد از صفر کردن دس

 .گردیدو منحنی استاندارد رسم  شخصنانومتر م 727

های به دست آمده فرمولی به دست آمد که با قرار دادن ( از داده0با رسم منحنی استاندارد )شکل

 .عیین شدت/. µg/ml 084( در آن غلظت پروتئین حاصله معادل 189/1میانگین جذب نمونه )
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Abstract: 

Root rot and Vine decline disease of melon plants induced by Monosporascus 

cannonballus. 

secreted metabolites (bottom and top of 10 kDa) of M. cannonballus were extracted 

from liquid culture media (Czapeck’s) of the fungus and purified using high voltage 

paper electrophoresis and sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis, 

identified sequence of the bands with relative molecular mass of bigger than 10 kDa 

(26, 27, and 57) were determined via mass spectrometry. The smaller bands had the 

same sequence information and similar to serine protease from Lecanicillium psalliotae 

are most likely the isozymes of the same protein. Meanwhile, the 57 kDa band was 

identified as α-1,2-mannosidase similar to Phytophthora infestans (T30-4). Fungal 

serine proteases hydrolyze plant cuticule, while the mechanism of α-1,2-mannosidase 

has been remained elusive in pathogenisity. Metabolites under 10 kDa reacted positive 

with ninhydrin in electrophotogram. Due to the relative mobility on paper (Rm = 1) and 

biological activity such as water-soaking, it seems that this compound belongs to 

marasmines (a group of phytotoxic). Both small and big fractions demonstrated to be 

phytotoxic to melon leaves. This is the first report of phytotoxic compounds isolated 

from M. cannonballus contributing to disease induction in melon plants. 

In order to obtain tolerant melon lines via somaclonal variation, the explants were 

grown in MS medium with different concentrations of BA and 2,4-D hormones and 

different concentrations of fungal secretome for 7 weeks. The results were indicative of 

producing tolerant lines to M. cannonballus in the availability of 0.7 mg of the 

secretome. 

Key words: Cucmis melo, melon collapse, Monosporascus cannonballus, fungal 

phytotoxin, tissue culture melon     
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